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The invention relates to a method for the individual adaptation of excitation 
intensities in a multiband fluorescence microscope with several excitation bands 
that are different in their spectnims and with pertaining fluorescence bands. The 
intensities of the individual fluorescence bands in the microscope image are 
determined and compared with standard intensity values greater than or equal 
to zero. For every excitation band that is assigned to a fluorescence intensity 
deviating from the standard intensity values a selective filter (23; 28. 29, 31, 
32) is introduced into the illumination optical path. The transmission degree 
of said illumination optical path is variably adjusted in such a manner that by 
attenuating the excitation band the pertaining fluorescence intensity is adjusted 
to its standard intensity value. A multiband fluorescence microscope for carrying 
out said method has a set of filter slides (20) close to the aperture diaphragm (5) 
which set consists of individually displaceable. closely spaced apart filter slides 
(21; 21a, 21b) witii selective filters (23; 28, 29. 31. 32) witti a continuously adjustable transmission degree for every excitation band and 
with at least one free opening (22). The invention also relates to various advantageous embodiments of die set of filter slides (20). 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur individuellen Anpassung von Anregungsintensitaten bei einem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop mit 
mehreren spektral yerechiedencn Anregungsbandem und zugeordncten Fluoreszenzbandem angegeben. Die Intensitaten der einzelnen 
Fluoreszenzbander im Mikroskopbild werden bestimmt und mit Intensitats-Sollwerten gr66er oder gleich Null verglichen. FUr jedes 
Anregungsband, das einer von den Intensitats-Sollwerten abweichenden Fluoreszenz-Intensitat zugeoidnet ist, wild ein selektives 
Filter (23; 28, 29, 31, 32) in den Beleuchttmgsstrahlengang gebracht und dessen Transmissionsgrad stufenlos so eingestellt, daB 
durch Dampfung des Aniegungsbandes die zugeordnete Fluoreszenz-IntensitSt auf ihren Intensitats-Sollwert eingestellt wild. Ein 
Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur Durchfahning des Verfahrens weist dicht neben der Apertuiblende (5) einen Filterschieber-Satz (20) 
aus einzeln verschiebbaren, dicht bcabstandeten Filterschiebem (21; 21a. 2lb) mit selektiven Filtem (23; 28, 29. 31. 32) mit kontinuieriich 
einstellbarem Transmissionsgrad fiir jedes Anregungsband und mit mindestens einer frcien Offhung (22) auf. Es werden verschicdene 
vorteilhafte Ausgestaltung^ des Fflterschieber-Satzes (W) angegeben. 



• 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften» die intemationale Anmeldungen gcmass dem 
PCX veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vcreinigtes Kdnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turicmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


Ttirkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigtc Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafnkanische Republik 


JP 


J^an 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d'lvoire 


KP 


Demokratischc Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






cu 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


RumSnien 






cz 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Fdderation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


DfUiemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Sing^ur 







wo 00/36451 



1 



PCT/DE99/03768 



Verfahren zur individuellen Anpassung von Anregungsintensitaten be, 
einem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop und Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskop zur Durchfiihrung des Verfahrens 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur individuellen Anpassung von Anre- 
gungsintensitaten bei einem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop und ein Multi- 
band-Fluoreszenz-Mikroskop zur Durchfuhrung des Verfahrens entsprechend 
den Merkmaien des Oberbegriffs der unabhangigen Anspruche. 

Bei der Multiband-Fluoreszenz-Mikroskopie steht der Anwender haufig vor 
dem Problem. daU die verschiedenen Fluoreszenzbander im Mikroskopbild 
unterschiedliche Intensitaten aufweisen und nicht gleichmaSig sichtbar sind 
Die Ursache liegt haufig in den unterschiedlichen Anregungsintensitaten im 
Beleuchtungsstrahlengang oder auch in der unterschiedlichen Sperrung der 
Fluoreszenzintensitaten durch ein Sperrfilter im Abbildungsstrahlengang. Auch 
unterschiedliche Konzentrationen der Fiuoreszenz-Farbstoffe fur die verschie- 
denen Anregungsbander schon beim Anfarben der zu betrachtenden Objekte 
Oder das allmahlichen Ausbleichen der Farbstoffe. das sogenannte Fading 
fiihren zu unterschiedlichen Intensitaten der Fluoreszenzbander im Mikro- 
skopbild. Die unterschiedlichen Intensitaten der Fuoreszenzbander enA/eisen 
sich insbesondere dann als problematisch. wenn das Mikroskop-Bild fotogra- 
fisch festgehalten werden soil. Dann wird der intensitatsschwache Anteil des 
Fluoreszenzlichts auf dem Foto zu schwach wiedergegeben oder ist gar nicht 
Sichtbar. Nur moglichst gleiche Intensitaten der Fluoreszenzbander ermogli- 
chen einwandfreie Fotos des Mikroskop-Bildes. 

Die US 5.371.624 gibt ein Fluoreszenz-Mikroskop mit nur zwei Anregungs- 
bandem an. in dem die Intensitaten der beiden Anregungsbander abwech- 
selnd beeinflufit werden konnen. Es enthalt einen Beleuchtungsstrahlengang 
mrt einer Lichtquelle und einem Anregungsfilter. das aus dem Licht der Licht- 



wo 00/36451 



2 



PCT/DE99/03768 



quelle mehrere Anregungsbander unterschiedticher Lichtwelientangen er- 
zeugt. Ferner weist es einen Teilerspiegel, ein Ausgangsfilter (auch als Sperr- 
filter Oder Emissionsfilter bezeichnet) fur das Fluoreszenzlicht sowie ein Filte- 
relement zur Beeinflussung der Intensitaten der Anregungsbander auf. 

5 Das Filterelement kann durch Kippen gegenuber der optischen Achse stufen- 
los zwischen zwei Endstellungen mit zwei fest vorgegebenen Werten der 
Transmissionsgrade des einen bzw. des anderen Anregungsbandes umge- 
schaltet werden. In der einen Endstellung dampft es nur das erste Anregungs- 
band, in der anderen Endstellung nur das zweite Anregungsband und zwi- 

10 schen den beiden Endstellungen keines der beiden Anregungsbander. Eine 
Absenkung des Transmissionsgrads des jeweiligen Anregungsbandes ist nur 
bis zu dem fest vorgegebenen Wert moglich. Eine Variation zwischen einer 
maximalen Transmission und einem Wert Null, d.h. bis zu einer vollstandigen 
Unterdruckung eines der beiden Anregungsbander, ist jedoch nicht moglich. 

15 Aulierdem konnen nur zwei Anregungsbander beeinfluBt werden. 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur individuellen 
Anpassung von Anregungsintensitaten bei einem Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskop und ein Muitiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur Durchfuhrung des 
Verfahrens anzugeben, in welchen wahlweise eines Oder mehrere der Anre- 
2 0 gungsbander entweder teilweise oder auch vollstandig ausgefiltert werden 

konnen. Dazu soli der Transmissionsgrad fur jedes Anregungsband mit einfa- 
chen Mittein stufenlos einstellbar sein. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemad durch die kennzeichnenden Merkmale 
der unabhangigen Anspruche gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben 

2 5 sich aus den Merkmalen der Unteranspruche. 

Das erfindungsgemalSe Verfahren geht von einem bekannten Multiband- 
Fluoreszenz-Mikroskop aus, in dem in einem Beleuchtungstrahlengang aus 
dem Licht einer Lichtquelle mithilfe eines An regungsf liters mehrere Anre- 
gungsbander unterschiedlicher Lichtwellenlangen erzeugt werden. Die Anre- 

3 0 gungsbander beleuchten ein mit Fluoreszenz-Farbstoffen prapariertes Fluo- 
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reszenz-Objekt und werden von diesem in frequenzverschobene Fluores- 
zenzbander umgesetzt. 

ErfindungsgemaB werden im Mikroskopbild zunachst die Fluoreszenz- 
Intensitaten der einzelnen Fluoreszenzbander bestimmt und mit vorher festge- 
5 legten Intensitats-Sollwerten verglichen. Die Bestimmung der Fluoreszenz- 
Intensitaten kann beispielsweise visuell Oder mithilfe eines Intensitatsmessers 
vorgenommen werden, Dieser kann beispielsweise aus einer Video- oder 
CCD-Kamera mit nachgeschaltetem Bildanalyse-System bestehen. 

Dabei kann fur jedes Fluoreszenzband ein anderer Intensitats-Sollwert festge- 
10 legt sein. In der Praxis orientieren sich die Sollwerte aber an konkreten Aufga- 
benstellungen des Mikroskop-Anwenders. Soil beispielsweise das Mikroskop- 
Bild entweder fotografisch oder mit einer Videokamera dokumentiert werden 
und dabei jedes Fluoreszenzband im Foto oder im Video-Bild gleich hell wie- 
dergegeben werden, hangt die Hohe der Sollwerte von der spektralen Emp- 
15 findlichkeit des Films bzw. der Kamera ab. Daher mu(i deren spektrale Emp- 
findlichkeit bei der Festlegung der Sollwerte fur die verschiedenen Anregungs- 
bander berucksichtigt werden. 

So mussen die gewunschten Sollwerte alle gleich - und zwar gleich der nied- 
rigsten Fluoreszenz-lntensitat - sein, sofern der Film oder die Kamera alle 
2 0 Spektralfarben mit gleicher Intensitat wiedergibt. 1st die spektrale Empfindlich- 
keit der Videokamera oder des Films jedoch nicht konstant, so mussen ent- 
sprechend unterschiedliche Sollwerte fur die verschiedenen Fluoreszenzban- 
der festgelegt werden, um die Fluoreszenzbander gleich hell wiedergeben zu 
konnen. 

2 5 Sollen andererseits bestimmte Fluoreszenzbander auf dem Foto oder dem 

Videobild nicht erscheinen, also ausgeblendet werden, so mussen fur diese 
die Sollwerte gleich Null sein. Dabei enweist es sich als gunstig, wenn zusatz- 
lich fur die nicht ausgeblendeten Fluoreszenzbander die Sollwerte gleich der 
niedrigsten ihrer Intensitaten sind. Dann erscheinen diese Fluoreszenzbander 

3 0 alle gleich hell. 
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Fur jedes Anregungsband, das einer von den Sollwerten abweichenden Fluo- 
reszenz-intensitat zugeordnet ist, wird erfindungsgemali ein auf das betreffen- 
de Anregungsband abgestimmtes selektives Filter in den Beleuchtungsstrah- 
lengang gebracht. Sein spektraler Transmissionsverlauf ist so ausgelegt, daR 
5 ausschlieSlich die Intensitat des betreffenden Anregungsbandes reduziert 
wird, die ubrigen Spektralbereiche aber ungehindert durchgelassen werden. 

In einem erfindungsgemalien Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur Durchfuh- 
rung des erfindungsgemalSen Verfahrens ist ein Filterschieber-Satz aus meh- 
reren einzein verschiebbaren Filterschiebern dicht neben der Aperturblenden- 
10 ebene senkrecht in den Beleuchtungstrahlengang eingefugt. 

Der Aufbau der Fitterschieber hangt von der Anzahl der verschiedenen Anre- 
gungsbander des Multiband-Fluoreszenz-Mikroskops ab. Bei einer Anzahl von 
n Anregungsbandern besitzt jeder Filterschieber n auf die Anregungsbander 
abgestimmte, selektive Filter, die Flachenbereiche mit hohen und niedrigen 
15 Transmissionsgraden aufweisen. 

Die unterschiedlichen Transmissionsgrade werden erzielt, indem nur bestimm- 
te Flachenanteile des Strahiquerschnitts mit separaten Filter-FIachenelemen- 
ten belegt werden. Dabei wird auf eine moglichst gleichmaliige Flachenbele- 
gung des Strahiquerschnitts geachtet, so dali keine einseitige Abschattung 

2 0 des Strahiquerschnitts und damit auch keine einseitige Ausleuchtung der Pu- 

pillen erfolgt. Dadurch wird eine schiefe Beleuchtung und damit ein laterales 
Wandern der Bildpunkte beim Fokussieren vermieden. 

Die Filter mussen unabhangig voneinander einzein oder kombiniert mit dem 
gewunschten Flachenbereich bzw. der gewunschten Transmission in den Be- 
25 leuchtungsstrahlengang einfugbar sein. Dabei mussen bei n Anregungsban- 
dern maximal n-1 Filter miteinander kombinierbar, d.h. gleichzeitig in den Be- 
leuchtungsstrahlengang einfugbar, sein. Dies ist ausreichend, da nie alle An- 
regungsbander gleichzeitig gedampft werden mussen, weil in der Regel ein 
Anregungsband den Intensitats-Sollwert liefert und unverandert bleibt. Ebenso 

3 0 mussen nicht alle Anregungsbander gleichzeitig ausgeloscht werden, da dies 

einem Abschalten der Beleuchtung gleichkommt. 
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Um die erforderlichen Kombinationen aus n-1 Filtern zu erzielen, sind in einer 
vorteilhaften Ausfuhrungsform eines erfindungsgemaRen Multiband- 
Fluoreszenz-Mikroskops mit n Anregungsbandern auf n-1 Schiebe-Ebenen 
n-1 einzein verschiebbare Fiiterschieber angeordnet, die dicht parallel neben 
5 der Aperturblendenebene in geringem Abstand zueinander liegen und in 

Kombination wirksann sind. Mit jedem Fiiterschieber kann jeweils ern Filter fur 
ein Anregungsband passend eingestellt werden, so dali insgesamt maximal 
n-1 Anregungsbander (eines weniger als die maximale Anzahl) gezielt ge- 
dampft Oder ausgeloscht werden konnen. 

10 Fur zwei Anregungsbander ist es ausreichend, wenn die beiden erforderlichen 
Filter in einer einzigen Schiebe-Ebene (n-1=1)angeordnet sind, da entweder 
nur das eine oder nur das andere Filter in den Beleuchtungsstrahlengang ein- 
geschoben werden muB. Daher wird ein Filterschieber-Satz zur Beeinflussung 
von zwei Anregungsbandern vorzugsweise einteilig, also mit nur einem Filter- 

15 schieber, aufgebaut. Fur mehr als zwei Anregungsbander muli jedoch ein ent- 
sprechend mehrteiliger Filterschieber-Satz mit n-1 einzein verschiebbaren 
Filterschiebern vorgesehen werden. 

Aulier den selektiven Filtern fur die verschiedenen Anregungsbander weist 
jeder Fiiterschieber mindestens eine freie Offnung mit dem Strahldurchmesser 
2 0 des Beleuchtungsstrahlengangs auf. Dabei ist neben jedem Filter eine freie 
Offnung angeordnet. Je nach Ausfuhrungsform konnen die Filter auch direkt 
um eine einzige freie Offnung gruppiert sein. Der Transmissionsgrad der Filter 
nimmt in Verschieberichtung mit zunehmendem Abstand von der freien Off- 
nung ab. Jedes Filter weist dabei einen Flachenbereich mit dem geringsten 

2 5 Transmissionsgrad und einem Mindestdurchmesser gleich dem Strahldurch- 

messer X auf. Wenn dieser Flachenbereich in den Beleuchtungsstrahlengang 
eingebracht ist, wird das zugehorige Anregungsband maximal, d.h. auf den 
Wert Null, gedampft. 

Durch richtiges Positionieren jedes einzelnen Filters im Beleuchtungsstrahlen- 

3 0 gang wird der auf den Beleuchtungsstrahlengang wirksame Transmissions- 

grad individuell genau so eingestellt. daB durch Dampfung des dem Filter zu- 
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geordneten Anregungsbandes die daraus resultierende Fluoreszenz-lntensitat 
mit ihrem Intensitats-Sollwert ubereinstimmt. Zur Durchfuhrung dieses Verfah- 
rensschritts sind jedem Filterschieber separate Verstellmittel zugeordnet, die 
durch Verschieben und/oder Drehen des Filterschiebers das vollstandige Oder 
5 teilweise Uberdecken des Beleuchtungsstrahlengangs mit dem geeigneten 
Flachenbereich des Filterschiebers bewirken. So kann wahlweise die freie 
Offnung oder eines oder mehrere der Filter Oder Kombinationen aus Filterfla- 
chen und der freien Offnung in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht 
werden. Wenn dieser letzte Verfahrensschritt fur alle Filter und damit alle An- 
10 regungsbandervorgenommen wurde, stimmen alle Fluoreszenz-lntensitaten 
mit ihren Sollwerten uberein. 

Auch nach optimaler Einstellung der Fluoreszenz-lntensitaten durch Anwen- 
dung des erfindungsgemafJen Verfahrens mithiffe eines angegebenen Multi- 
band-Fluoreszenz-Mikroskops werden nach einiger Zeit wieder Abweichungen 
15 der Fluoreszenz-lntensitaten von den Sollwerten auftreten. Dies iiegt daran, 
daft die verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffe fur die verschiedenen Anre- 
gungsbander unterschiedlich schnell verblassen, d.h. sie zeigen ein spezifi- 
sches Fading. 

Daher werden in einer vorteilhaften Ausfuhrung des Verfahrens die zeitlichen 
2 0 Veranderungen der Fluoreszenz-lntensitaten fortlaufend bestimmt. Die im Be- 
leuchtungsstrahlengang wirksamen Transmissionsgrade der Filter werden 
dann wiederholt in bestimmten zeitlichen Abstanden so eingestellt, daft die 
Fluoreszenz-lntensitaten stets wieder mit ihren Sollwerten zur Ubereinstim- 
mung gebracht werden. 

2 5 Eine besonders vorteilhafte Ausgestaltung des Verfahrens gestattet einen au- 

tomatischen Fading-Ausgleich. Dazu werden die zeitlichen Veranderungen der 
Fluoreszenz-lntensitaten automatisch fortlaufend bestimmt. Dazu kann bei- 
spielsweise das Mikroskop-Bild automatisch fortlaufend mit einer Video- 
Kamera aufgenommen und die darin enthaltenen Fluoreszenz-lntensitaten mit 

3 0 einem Bildanaiyse-System bestimmt und mit den vorgegebenen Sollwerten 

verglichen werden. 
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Dann werden die Transmissionsgrade der Filter automatisch fortlaufend ver- 
andert und angepalit, so da(i die Fluoreszenz-lntensitaten stets auf den In- 
tensitats-Sollwerten gehalten werden. Dazu konnen beispielsweise motorisch 
betriebene Verstellmittel eingesetzt werden. Die Ansteuerung der Motoren und 
5 Regelung der Fluoreszenz-lntensitaten auf die Sollwerte kann durch eine 
Elektronik und einen Rechner erfotgen, dem die Signale der Videokamera 
bzw. des Bildanalyse-Systems zugefuhrt werden. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der schematischen Zeichnung naher 
eriautert. Es zeigen : 

10 Fig. 1 : einen Strahlengang eines erfindungsgemafien Multiband- 

Fluoreszenz-Mikroskops; 
Fig. 2a'd : verschiedene Ausgestaltungen eines Filterschiebers fur 

ein Zweiband-Fluoreszenz-Mikroskop; 
Fig. 2e : den spektralen Transnnissionsverlauf der Anregungsbander und 
15 derzugeordneten Filter eines Filterschiebers fur ein Zweiband- 

Fluoreszenz-Mikroskop; 
Fig. Sa-c : verschiedene Ausgestaltungen eines Filterschiebers fur einen 

zweiteiligen Filterschieber-Satz eines erfindungsgemaBen 

Dreiband-Fluoreszenz-Mikroskops; 
2 0 Fig. 3d : den spektralen Transnnissionsverlauf der Anregungsbander und 

der zugeordneten Filter eines Filterschiebers fur ein Dreiband- 

Fluoreszenz-Mikroskop; 
Fig. 4a-b : verschiedene Ausgestaltungen eines Filterschiebers fur einen 

dreiteiligen Filterschieber-Satz eines erfindungsgemaBen 

2 5 Vierband-Fluoreszenz-Mikroskops; 

Fig. 4c : den spektralen Transmissionsverlauf der Anregungsbander und 
der zugeordneten Filter eines Filterschiebers fur ein Vierband- 
Fluoreszenz-Mikroskops; 

Fig. 1 zeigt einen Strahlengang eines erfindungsgemaden Multiband- 

3 0 Fluoreszenz-Mikroskops zur Durchfuhrung des erfindungsgemalien Verfah- 

rens. Von einer Lichtquelle 1 geht ein Beleuchtungsstrahlengang mit einer 
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10 



15 



optischen Achse 2 aus, in dem nacheinander ein Kollektor 3, ein erstes Lin- 
senglied 4, eine Aperturblende 5, ein zweites Linsenglied 6, eine Leuchtfeld- 
blende 7, ein drittes Linsenglied 8 und ein Anregungsfilter 9 zur Erzeugung der 
Anregungsbander angeordnet sind. Der Beleuchtungsstrahlengang wird an 
einem Strahlteiler 10 zu einem Objektiv 11 umgelenkt. Er passiert das Objektiv 
1 1 und erreicht ein Fluoreszenz-Objekt 12, das auf einen Objekttisch 13 aufge- 
iegt ist. 

Die von dem Anregungsfilter 9 erzeugten Anregungsbander im Beleuch- 
tungsstrahlengang werden durch Fluoreszenz-Farbstoffe. die in das Fluores- 
zenz-Objekt 12 eingebracht wurden, in Fluoreszenzbander umgesetzt und 
diese von dem Fluoreszenz-Objekt 12 frequenzverschoben emittiert. Dieses 
Fluoreszenzlicht durchiauft das Objektiv 11, den Strahlteiler 10, ein Aus- 
gangsfilter 14, eine Tubusiinse 15 und erreicht eine Zwischenbiidebene 16. 
Das hier erzeugte Zwischenbild kann von einem Mikroskop-Anw/ender mit ei- 
nem Okular 17 betrachtet werden. Dber einen TV-Ausgang wird das Zwi- 
schenbild zusatzlich auf eine Videokamera 18 mit nachgeschaltetem Bildana- 
lyse-System 19 abgebildet. Mit diesem Aufbau konnen sowohl visuell uber das 
Okular 17 oder mithilfe des Bildanalyse-Systems 19 die Fluoreszenz- 
Intensitaten der einzelnen Fluoreszenzbander im Mikroskopbild bestimmt und 

2 0 mit Intensitats-Sollwerten grofter oder gleich Null verglichen werden. 

Zur Dampfung der Anregungsbander ist erfindungsgemali ein Filterschieber- 
Satz 20 , in diesem Beispie! bestehend aus zwei Filterschiebern 21a und 21b , 
senkrecht zur optischen Achse 2 des Beleuchtungsstrahlengangs dicht neben, 
d.h. hinter bzw. vor, der Aperturblendenebene 24 in den Beleuchtungsstrah- 
25 lengang eingebracht. Auf jedem Filterschieber 21a, 21b sind eine freie Off- 

nung 22 und daneben mehrere auf die Anregungsbander abgestimmte, selek- 
tive Filter 23 angeordnet. Durch eine moglichst enge Anordnung der Filter- 
schieber 21a. 21b wird erreicht. daft die Filter 23 moglichst dicht neben der 
Aperturblendenebene 24 liegen. Dadurch wird sichergestellt, daB die einge- 

3 0 schobenen Filterschieber 21a, 21 b nicht im Bild sichtbar werden. Ein weiterer 

Vorteil ist, daft hier die geringste Strahlaufweitung auftritt, so daft die Flachen 
der Filter 23 moglichst klein gehalten werden konnen. 
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ErfindungsgemaS sind jedem Filterschieber Verstellmittel zugeordnet. Dabei 
sind in preiswerteren Ausfuhrungsformen auch Verstellmittel mit manueller 
Verstellmoglichkeit einsetzbar. Motorische Verstellmittel sind zwar teurer. er- 
lauben jedoch eine Automatisierung des erfindungsgemafXen Verfahrens. 

5 In dem hier dargestellten Ausfuhrungsbeispiel sind als Verstellmittel fur die 
Filterschieber 21a, 21b zwei Motoren 25a, 25b angeordnet, welche die Filter- 
schieber 21a, 21b parallel zur Aperturblendenebene 24 verschieben und/oder 
drehen konnen. Mittels der Motoren 25a, 25b kann von dem jeweils zugeord- 
neten Filterschieber 21a bzw. 21b entweder die freie Offnung 22 oder ein se- 
10 lektives Filter 23 oder eine Kombination aus beiden in den Beleuchtungsstrah- 
lengang eingebracht werden. Die Motoren 25a, 25b werden von einer Steuer- 
elektronik 26 angesteuert, die ihr Eingangssignal von dem Bildanalyse-System 
19 erhalt. 

Das Bildanalyse-System 19 ermittelt aus dem Kamera-Signal die Abweichung 
15 der Fluoreszenz-lntensitaten von ihren Sollwerten, Dann werden diejenigen 
Anregungsbander, welche die Sollwert-Abweichungen verursachen, bestimmt 
und jedem dieser Anregungsbander wird zur Dampfung einer der Filterschie- 
ber 21a, 21b zugeordnet. In dem dargestellten Beispiel konnen somit zwei 
Anregungsbander vollstandig, also auf den Wert Null, oder auch teilweise ge- 
2 0 dampft werden. Fur jeden Filterschieber 21a, 21b wird ein Ansteuersignal fur 
die zugehorigen Motoren 25a, 25b erzeugt. Jeder Filterschieber 21a, 21b wird 
mittels des zugehorigen Motors 25a, 25b stufenlos so verschoben, dalJ ein auf 
das zugeordnete Anregungsband selektiv wirksames Filter 23 in den Beleuch- 
tungsstrahlengang gebracht wird. Dann wird der Filterschieber 21a bzw. 21b 
2 5 weiter verschoben, bis ein Flachenbereich des eingefugten Filters 23 mit ei- 
nem solchen Transmissionsgrad im Beleuchtungsstrahlengang ist, durch den 
das zugeordnete Anregungsband auf den Intensitats-Sollwert gedampft wird. 
Auf diese Weise werden alle Anregungsbander auf ihre Intensitats-Sollwerte 
eingestellt. 
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Nachfolgend werden verschiedene Ausgestaltungen des Filterschieber-Satzes 
20 bzw. der Filterschieber 21 und die dazugehorigen spektralen Trans- 
missionsverlaufe der darauf angeordneten Filter eriautert. 

In Fig. 2a ist ein Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemaBes Multiband- 
5 Fluoreszenz-Mikroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt. Auf 
einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein LangpaB-Filter 29 zur Intensitats- 
Reduzierung des kurzwelligen Anregungsbandes A und ein KurzpalS-Filter 28 
zur Intensitats-Reduzierung des langwelligen Anregungsbandes D als unter- 
schiedliche Aufdampfschichten aufgebracht. Sie befinden sich an den Enden 

10 der Glasplatte 27, dazwischen liegt in der Mitte des Filterschiebers 21 die freie 
Offnung 22. Deren Querschnitt ist gleich dem Strahldurchmesser x in der 
Aperturblende 5 des Beleuchtungsstrahlengangs. Durch hier nicht dargestelite 
Verstellmtttel kann der Filterschieber 21 in Langsrichtung in beiden Richtungen 
parallel zur Aperturblendenebene 24 stufenlos verschoben werden. Die Be- 

15 wegung ist durch einen Doppelpfeil angedeutet. 

Das KurzpaH-Filter 28 und das LangpaU-Filter 29 sind in dieser Ausfuhrung 
jeweils als zusammenhangende Aufdampfschicht aufgebracht. Die Transmis- 
sion der beiden Filter 28, 29 ist direkt neben der freien Offnung 22 am groftten 
und nimmt mit dem Abstand von der freien Offnung 22 ab. Dazu ist neben der 

2 0 freien Offnung 22 der Filterschieber 21 nicht vollflachig mit den Filtern 28, 29 

belegt, sondern der Anteil der Filterflachen nimmt von der freien Offnung 22 zu 
den Enden des Filterschiebers 21 zu. 

So bilden die Aufdampfschichten an den Enden des Filterschiebers 21 ein 
Rechteck mit einer Mindestkantenlange gleich dem Strahldurchmesser x. 
25 Wenn diese aufgedampfte Rechteck-Flache den Beleuchtungsstrahlengang 
vollflachig abdeckt, ist damit der geringste prozentuale Transmissionsgrad 
eingestellt und das zugehorige Anregungsband wird vollstandig, also auf den 
Wert Null, gedampft. An die aufgedampfte Rechteck-Flache grenzt die Basis 
einer aufgedampften Dreieck-Flache, dessen gegenuberliegende Ecke gegen 

3 0 die freie Offnung 22 weist. 
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Durch die aufgedampften Dreieck-Flachen, die den Strahldurchmesser stets 
nur anteilig Oberdecken, nimmt der Transmissionsgrad des KurzpaR-Filters 28 
und des LangpaB-Filters 29 jeweils in Verschieberichtung von der freien Off- 
nung 22 zu den Enden des Filterschiebers 21 ab. Durch Einfugen eines belie- 
5 bigen Flachenanteils des KurzpaR-Filters 28 oder des LangpaB-Filters 29 laBt 
sich jeder gewunschte Transmissionsgrad der Filter 28, 29 im Beleuchtungs- 
strahlengang realisieren und damit das eine oder das andere Anregungsband 
beliebig abschwachen oder ausblenden. 

In Fig. 2b ist ebenfalls ein Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemaRes Multi- 
10 band-Fluoreszenz-Mikroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt. 
Auf einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein KurzpaU-Filter 28 zur Filterung 
des langwelligen Anregungsbandes A und ein LangpaB-Fitter 29 zur Filterung 
des kurzwelligen Anregungsbandes D als unterschiedliche Aufdampfschichten 
aufgebracht. 

15 Auch hier weisen, wie in Fig, 2a, die Aufdampfschichten in Richtung der freien 
Offnung 22 eine dreieckige Kontur auf. Allerdings sind hier die Dreiecke je- 
weils nicht als zusammenhangende Flache, sondern als kleine, gleich groBe 
Flachenelemente 30 aufgedampft. Dadurch ergibt sich fur die beiden Filter 28, 
29 ein langerer Verstellbereich mit hoheren Transmissionen. An den Enden 

2 0 des Filterschiebers 21 bilden die Aufdampfschichten ein Rechteck mit einer 

Mindestkantenlange gleich dem Strahldurchmesser x und damit einen Bereich 
der geringsten Transmission, mit dem das zugeordnete Anregungsband auf 
Null gedampft werden kann. 

In Fig. 2c ist ein weiterer Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemaBes Multi- 

2 5 band-Fluoreszenz-Mikroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt. 

Auf einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein KurzpaB-Filter 28 zur Filterung 
des langwelligen Anregungsbandes A und ein LangpaB-Filter 29 zur Filterung 
des kurzwelligen Anregungsbandes D als unterschiedliche Aufdampfschichten 
aufgebracht. Dazwischen befindet sich eine freie Offnung 22. 

3 0 Die Filter 28, 29 sind in dieser Ausfuhrung des Filterschiebers 21 neben der 

freien Offnung 22 als separate, beliebig gefonnte (hier kreisformige) Fla- 
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chenelemente 30 aufgedampft. Dabei nimmt die GroBe der Flachenelemente 
30 und damit der Anteil der bedampften Flache des Filterschiebers 21 von der 
freien Offnung 22 zu den Enden des Filterschiebers 21 zu. Neben der freien 
Offnung 22 ist der Transmissionsgrad der Filter 28, 29 am groBten und nimmt 
5 in Verschieberichtung zu den Enden des Filterschiebers 21 ab. An den beiden 
Enden des Filterschiebers 21 weisen die beiden Filter 28, 29 jeweils eine voll- 
flachig bedampfte Flache mit dem geringsten Transmissionsgrad auf, die min- 
destens den Durchmesser x der Strahlengangs hat. 

In Fig. 2d ist ebenfalls ein Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemafles Multi- 
10 band-Fiuoreszenz-Mlkroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt. 
Auf einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein Kurzpali-Filter 28 zur Filterung 
des langwelligen Anregungsbandes A und ein LangpalS-Filter 29 zur Filterung 
des kurzwelligen Anregungsbandes D als unterschiedliche Aufdampfschichten 
aufgebracht. Dazwischen befindet sich eine freie Offnung 22. 

15 In dieser Ausfuhrungsform sind die Aufdampfschichten als streifenformige 
Flachenelemente 30 aufgebracht, wobei die Breite der Streifen von der Mitte 
zu den Enden des Filterschiebers 21 zunimmt. Dadurch nimmt die Transmis- 
sion in Verschieberichtung von der freien Offnung 22 zu den Enden des Filter- 
schiebers 21 ab. Auch hier weisen die beiden Filter 28, 29 an den beiden En- 

2 0 den des Filterschiebers 21 jeweils eine vollflachig bedampfte Flache mit dem 
geringsten Transmissionsgrad auf, die mindestens den Durchmesser x der 
Strahlengangs hat. 

In Fig. 2e sind in Abhangigkeit von der Lichtwellenlange X die spektralen 
Transmissionskurven der kurzwelligen Anregungsbandes A und des langwelli- 

2 5 gen Anregungsbandes D sowie die Transmissionskurven Ta, Tq derzugehori- 

gen selektiven Filter, also des Langpafi-Filters fur das kurzwellige Anregungs- 
band A und des Kurzpafi-Filters fur das langweilige Anregungsband D, dar- 
gestellt. Die Filter A und B sind so ausgewahit, daQ> sie nur selektiv das jeweils 
zugehorige Anregungsband ausfiltern, jedoch die ubrigen Welleniangenberei- 

3 0 che ungehindert durchlassen. 
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Fig. Jazeigt einen rechteckigen Filterschieber 21 eines zweiteiligen Filter- 
schieber-Satzes 20 fur ein erfindungsgemaBes Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskop mit drei Anregungsbandern A, B. D. In dieser Ausfuhrungsform be- 
steht der Filterschieber-Satz 20 aus zwei identischen dieser rechteckigen Fil- 
terschieber 21. die dicht hintereinander neben der Aperturblendenebene 24 in 
den Beleuclitungsstrahlengang eingefugt werden. 

In der Mitte des Filterschiebers 21 ist die freie Offnung 22 mtt dem Durchmes- 
ser X des Beleuchtungsstrahlengangs 2 vorgesehen. An den beiden Enden 
des Filterschiebers 21 sind zwei unterschiedliche Kombinationen aus jeweils 
zwei der drei selektiven Filter 28, 29. 31 fur die Anregungsbander A, B. D als 
Aufdampfschichten aufgebracht. Die beiden Filter 28, 31 bzw. 29, 31 an einem 
Ende sind jeweils so nebeneinander angeordnet. dali beide Filter aneinander 
und an die freie Offnung 22 angrenzen. Jedes Filter 28. 29, 31 weist dabei 
einen Bereich der geringsten Transmission mit mindestens dem Durchmesser 
X des Beleuchtungsstrahlengangs 2 auf. Dadurch besitzt der Filterschieber 21 
an seinem kurzen Ende mindestens eine Breite von 2x. 

Der Transmissionsgrad der Filter 28, 29. 31 nimmt in der Langsrichtung des 
Filterschiebers 21, also in der Verschleberichtung. von derfreien Offnung 22 
zu den Enden ab. Dies ist in dem hier dargestellten Beispiel realisiert, indem 
die aufgedampfte Flache jedes Filters 28. 29, 31 jeweils von derfreien Offnung 
22 zum Ende des Filterschiebers 21 zunimmt. 

Fiirjeden der beiden identischen Filterschieber 21 des Filterschieber-Satzes 
sind separate Verstellmittel 25 zum Verschieben des Filterschiebers 21 
parallel zur Aperturblendenebene 24 sowohl in Langsrichtung als auch in 
Querrichtung vorgesehen. Dadurch ist es moglich. die Filter 28. 29, 31 einzein 
Oder kombiniert, vollflachig oder mit nur einem Teil ihrer Flache in den Be- 
ieuchtungsstrahlengang einzubringen. 

Fig. 3b zeigt einen kreisfonmigen Filterschieber 21 eines zweiteiligen Filter- 
schieber-Satzes 20 fur ein erfindungsgemaBes Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskop mit drei Anregungsbandern A, B. D. In dieser vorteilhaften Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemalien Multiband-Fluoreszenz-Mikroskops be- 
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steht der Filterschieber-Satz 20 aus zwei identischen dieser kreisformigen 
Filterschieber 21, die dicht hintereinander neben der Aperturblendenebene 24 
in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt warden. Auf jedem Filterschieber 
21 ist die freie Offnung 22 in der Mitte vorgesehen. Daran angrenzend sind als 
5 aneinander angrenzende, aufgedannpfte Kreisringsektoren drei selektive Filter 
28, 29, 31 fur die Anregungsbander A, B, D angeordnet. 

Die Filter 28, 29, 31 besitzen jeweils einen radial abnehmenden Transmissi- 
onsgrad, der neben der freien Offnung 22 am groliten ist. Dies wird beispiels- 
weise dadurch erzielt wird, daS die Filter 28, 29, 31 nicht vollflachig aufge- 
10 dampft werden. Statt dessen sind neben der freien Offnung 22 radial breiter 
zulaufende, aufgedampfte Flachenelemente 30 mit unbedannpften Flachenbe- 
reichen dazwischen aufgebracht, so dad der Anteil der bedampften Flache 
jedes Filters 28,29,31 radial zunimmt. 

Mittels separater Verstellmittel (hier nicht dargestellt) kann jeder der beiden 
15 identischen Filterschieber 21 des Filterschieber-Satzes 20 einzein und parallel 
zur Aperturblendenebene 24 verschoben werden. Er kann dabei entweder 
lateral in einer Richtung verschoben und zusatzlich gedreht werden (wie in der 
Fig. 3b angedeutet) oder alternativ in einer Ebene in zwei Richtungen ver- 
schoben werden. Dadurch kann jeder beliebige Flachenanteil des Filterschie- 
2 0 bers 21, also z.B. die freie Offnung 22 oder eines der Filter 28, 29, 31 mit dem 
gewunschten Transmissionsgrad, in den Beleuchtungsstrahlengang einge- 
bracht werden. Durch die Anordnung zweier gleicher Filterschieber 21 im Be- 
leuchtungsstrahlengang konnen zwei beliebige der drei Filter 28, 29, 31 
gleichzeitig in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt werden, so daft zwei 

2 5 der drei Anregungsbander gleichzeitig auf die vorbestimmten Sollwerte abge- 

schwacht bzw. sogar ganz ausgeblendet werden konnen. 

Fig, 3c zeigt eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform eines Filterschie- 
bers 21 fur einen zweiteiligen Filterschieber-Satz 20 eines erfindungsgemafien 
Multiband-Fluoreszenz-Mikroskops mit drei Anregungsbandern A, B, D. In 

3 0 dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Multiband-Fluoreszenz- 

Mikroskops besteht der Filterschieber-Satz 20 aus zwei identischen dieser 
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kreisformigen Filterschieber 21. die dicht hintereinander neben der Aper- 
turblendenebene 24 in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt warden. 

Die Filter 28. 29, 31 fiir die Anregungsbander A. B. D sind auf dem Filterschie- 
ber 21 so vorteilhaft angeordnet, dali er nur gedreht, aber nicht verschoben 
5 werden muli (Drehbewegung ist angedeutet). Das vereinfacht den Aufbau der 
mechanischen Oder auch motorischen Verstellmittel, die jedem der beiden 
Filterschieber 21 separat zugeordnet sind (hier nicht dargestellt). 

Urn dies zu erreichen, ist jeder Filterschieber 21 kreisformig aufgebaut, in 
sechs Sektoren gegliedert und urn seine Mitte drehbar gelagert. Die Kreismitte 
1 0 liegt aufterhalb des Beleuchtungsstrahlengangs. Jeder Sektor kann durch 
Drehen des Filterschiebers 21 in den Beleuchtungsstrahlengang einge- 
schwenkt werden und ihn voll abdecken. Der Strahlquerschnitt mit dem 
Durchmesser x ist eingezeichnet. 

Jeder zweite Sektor ist eine freie Offnung 22. Dazwischen ist jeweiis eines der 
15 drei Filter 28, 29, 31 fiir die drei Anregungsbander A, B, D aufgebracht. z.B. 
aufgekiebt Oder aufgedampft. Jedes Filter 28, 29, 31 weist innerhalb seines 
Kreissektors in einer der beiden Drehrichtungen einen Anstieg des Transmis- 
sionsgrads, beispielsweise durch unterschiedliche Flachenbelegung mit auf- 
gedampften Flachenelementen, auf. Dadurch besitzt jedes Filter 28. 29, 31 
2 0 neben der einen benachbarten freien Offnung 22 einen maximalen Transmis- 
sionsgrad und neben der anderen benachbarten freien Offnung 22 einen mi- 
nimalen Transmissiongrad. Durch Drehen des Filterschiebers 21 kann eine 
der freien Offnungen 22 oder eines der Filter 28, 29, 31 mit der gewunschten 
Transmission oder eine Kombination aus beiden in den Beleuchtungsstrahlen- 

2 5 gang eingebracht werden. Der Einsatz von zwei identischen Filterschiebern 21 

als Filterschieber-Satz ermoglicht es, bis zu zwei der drei Anregungsbander A, 
B, D gleichzeitig und unabhangig von einander auf den gewunschten Sollwert 
zu dampfen. 

Fig. 3d zeigt in Abhangigkeit von der Lichtwellenlange k die spektralen 

3 0 Transmissionskurven des kurzweliigen Anregungsbandes A. des langwelligen 

Anregungsbandes D und eines dazwischenliegenden Anregungsbandes B. 
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Weiterhin sind die Transmissionskurven Ta, Tb, Tq der zugehorigen selektiven 
Filter, also des Langpafi-Filters fur das kurzwellige Anregungsband A, des 
KurzpaG-Filters fiir das langwellige Anregungsband D und eines selektiven 
Filters fur das Anregungsband B, dargestellt. Die Filter sind so ausgewahit, 
5 da(i sie nur selektiv das zugehorige Anregungsband ausfiltern, jedoch die ub- 
rigen Wellenlangenbereiche ungehindert durchlassen. 

Fig, 4a zeigt einen kreisformigen Filterschieber 21 fur einen dreiteiligen Filter- 
schieber-Satz 20 eines erfindungsgemafSen Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskops mit vier Anregungsbandern A, B, C, D. In dieser Ausfuhrungsform 

10 des erfindungsgemalien Multiband-Fluoreszenz-Mikroskops besteht der Fil- 
terschieber-Satz 20 aus drei identischen dieser kreisformigen Filterschieber 
21, die dicht hintereinander neben der Aperturblendenebene 24 in den Be- 
leuchtungsstrahlengang eingefugt werden. Jeder Filterschieber 21 weist in der 
Mitte eine freie Offnung 22 auf. Daneben sind als aneinander angrenzende 

15 Kreisringsektoren vier selektive Filter 28, 29, 31 . 32 fur die Anregungsbander 
A, B, C, D aufgedampft. 

Der Transmissiongrad der Filter 28, 29, 31, 32 nimmt radial ab und ist neben 
der freien Offnung 22 am grofiten. Dies wird beispielsweise dadurch erzielt, 
dali die Filter 28, 29. 31. 32 nicht vollflachig, sondern als ringformige Fla- 
2 0 chenelemente 30 mit unbedampften Flachen dazwischen aufgedampft wer- 
den, wodurch der Anteil der bedampften Flache jedes Filters 28, 29, 31, 32 
radial zunimmt. 

Jedem der drei Filterschieber 21 des Filterschieber-Satzes 20 sind separate 
Verstellmittel (hier nicht dargestellt) zugeordnet. Mithilfe dieser Verstellmittel 

2 5 kann jeder Filterschieber 21 einzein und parallel zur Aperturblendenebene 24 

verschoben werden. Er kann dabei entweder lateral in einer Richtung ver- 
schoben und zusatzlich gedreht werden (wie in der Fig. 4a angedeutet) Oder 
alternativ in einer Ebene in zwei Richtungen verschoben werden. 

Dadurch kann jeder beliebige Flachenanteil des Filterschiebers 21, also z.B. 

3 0 die freie Offnung 22 Oder ein beliebiger Flachenanteil der Filter 28, 29, 31 , 32. 

in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht werden. Durch die Anordnung 
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von drei gleichen Filterschiebern 21 im Beleuchtungsstrahlengang konnen drei 
beliebige der vier Filter 28, 29, 31 , 32 gleichzeitig in den Beleuchtungsstrah- 
lengang eingefugt werden. Damit konnen gleichzeitig bis zu drei der vier Anre- 
gungsbander A, B, C, D auf die vorbestimmten Sollwerte abgeschwacht bzw. 
5 sogar ganz ausgeblendet werden. 

Fig. 4b zeigt eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform eines Filterschie- 
bers 21 fur einen dreiteiligen Fiiterschieber-Satz 20 fur ein erfindungsgemaSes 
Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop mit vier Anregungsbandem A, B, C, D. In 
dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Multiband-Fluoreszenz- 
10 Mikroskops besteht der Filterschieber-Satz 20 aus drei identischen dieser 
kreisformigen Filterschieber 21, die dicht hintereinander neben der Aper- 
turblendenebene 24 in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt werden. 

Die Filter 28, 29, 31, 32 fur die Anregungsbander A. B, C, D sind auf dem Fil- 
terschieber 21 so vorteilhaft angeordnet, da(i er nur gedreht, aber nicht ver- 
15 schoben werden muft (Drehbewegung ist angedeutet). Das vereinfacht den 

Aufbau der mechanischen oder auch motorischen Verstellnnittel, die jedem der 
drei Filterschieber 21 separat zugeordnet sind (hier nicht dargestellt). 

Dies wird dadurch erzielt, daS jeder Filterschieber 21 kreisfbrmig aufgebaut, in 
acht Sektoren gegliedert und urn seine Mitte drehbar gelagert ist. Die Kreismit- 
2 0 te liegt aufJerhalb des Beleuchtungsstrahlengangs. Durch Drehen des Filter- 
schiebers 21 kann jeder Sektor ganz oder teilweise mit dem Beleuchtungs- 
strahlengang zur Deckung gebracht werden. Der Strahlquerschnitt mit dem 
Durchmesser x ist eingezeichnet. 

Jeder zweite Sektor ist eine freie Offnung 22 . Dazwischen ist jeweils eines der 
2 5 vier Filter 28, 29, 31 , 32 fur die drei Anregungsbander A, B, C, D aufgebracht, 
z.B. aufgeklebt oder aufgedampft. Jedes Filter 28, 29, 31, 32 weist innerhalb 
seines Kreissektors in einer der beiden Drehrichtungen einen Anstieg des 
Transmissionsgrads, beispielsweise durch unterschiedliche Flachenbelegung. 
auf. Dadurch besitzt jedes Filter 28, 29, 31 , 32 neben der einen benachbarten 
30 freien Offnung 22 einen maximalen Transmissionsgrad und neben der ande- 
ren benachbarten freien Offnung 22 einen minimalen Transmissiongrad. 
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Durch Drehen des Filterschiebers 21 kann eine der freien Offnungen 22 Oder 
eines der Filter 28. 29, 31, 32 mit der gewunschten Transmission oder eine 
Kombination aus beiden in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht wer- 
den. Durch den Einsatz von drei Filterschiebern 21 konnen bis zu drei der vier 
5 Anregungsbander A, B. C, D gleichzeitig und unabhangig von einander auf 
den gewunschten SoHwert gedampft werden. 

In Fig, 4c sind in Abhangigkeit von der Lichtwellenlange X die spektralen 
Transmissionskurven der kurzwelligen Anregungsbandes A, des langweiligen 
Anregungsbandes D und zweier dazwischen liegender Anregungsbander B 

10 und C dargestellt. Weiterhin sind die Transmissionskurven Ta, Tb. Tc, To der 
zugehorigen selektiven Filter, also des LangpaR-Filters fur das kurzwellige 
Anregungsband A, des KurzpaB-Filters fur das langwellige Anregungsband D, 
eines selektiven Filters fur das Anregungsband B und eines selektiven Filters 
fur das Anregungsband C, angegeben. Die Filter A, B, C, D sind so ausge- 

15 wahit, da(i sie nur selektiv das jeweils zugehorige Anregungsband ausfiltern, 
jedoch die ubrigen Welleniangenbereiche ungehindert durchtassen. 

Fur mehr ais vier Anregungsbander muR der Filterschieber-Satz 20 entspre- 
chend erweitert werden. Allerdings wird es dann zunehmend schwieriger, die 
einzeinen Filter nahe genug neben der Aperturblende 5 unterzubringen. 
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Anspruche 

1. Verfahren zur individuelien Anpassung von Anregungsintensitaten bei ei- 
nem Muitiband-Fluoreszenz-Mikroskop mit mehreren spektral verschiede- 
nen Anregungsbandern, die von einem Fluoreszenz-Objekt (12) gleichzeitig 

5 in Fluoreszenzbander mit Fluoreszenz-lntensitaten umgesetzt werden. 
dadurch gekennzeichnet, daft 

a) die Fluoreszenz-lntensitaten der einzelnen Fluoreszenzbander im 

Mikroskopbild bestlmmt und mit Intensitats-Sollwerten grofier oder gleich 
Null verglichen werden, 

10 b) fur jedes Anregungsband, das einer von den Intensitats-Sollwerten ab- 
weichenden Fluoreszenz-lntensitat zugeordnet ist, ein selektives Filter 
(23; 28, 29, 31, 32) in den Beleuchtungsstrahlengang gebracht wird, 

c) und die im Beleuchtungsstrahlengang wirksamen Transmissionsgrade 
der einzelnen Filter (23; 28, 29, 31, 32) stufenlos so eingestellt werden, 
15 dafl durch Dampfung der zugehorigen Anregungsbander alle Fluores- 

zenz-lntensitaten auf ihre Intensitats-Sollwerte eingestellt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daK 

die Sollwerte fur die verschiedenen Fluoreszenz-lntensitaten alle gleich der 
2 0 niedrigsten Fluoreszenz-lntensitat sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daR 

mindestens einer der Sollwerte fur die verschiedenen Fluoreszenz- 
lntensitaten gleich Null ist. 

2 5 4. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

fur einige Fluoreszenz-lntensitaten die Sollwerte gleich Null sind und fur die 
ubrigen gleich der niedrigsten Fluoreszenz-lntensitat sind. 
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5. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die verschiedenen Fluoreszenz-lntensitaten visuell bestimmt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 , 

5 dadurch gekennzeichnet, daB 

die verschiedenen Fluoreszenz-lntensitaten mit einem Intensitatsmesser 
bestimmt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, daR 

0 die verschiedenen Fluoreszenz-lntensitaten mittels einer CCD- oder einer 
Video-Kamera (18) mit nachgeschaltetem Bildanalyse-System (19) be- 
stimmt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

S a) Veranderungen der Fluoreszenz-lntensitaten fortlaufend bestimmt wer- 
den, 

b) und durch wiederholte Anpassung der im Beleuchtungsstrahlengang 
wirksamen Transmissionsgrade der Filter (23; 28. 29, 31, 32) die Fluo- 
reszenz-lntensitaten stets wieder auf ihre Sollwerte gebracht werden. 

0 9. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

a) Veranderungen der Fluoreszenz-lntensitaten automatisch fortlaufend 
bestimmt werden. 

b) und durch automatisch fortiaufende Anpassung der im Beleuchtungs- 

5 strahlengang wirksamen Transmissionsgrade der Filter (23, 28, 29, 31 , 

32) die Fluoreszenz-lntensitaten stets auf ihren Sollwerten gehalten 
werden. 
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10. Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur Ausubung des Verfahrens nach 
Anspruch 1, enthaltend einen Beleuchtungsstrahlengang mit einer Licht- 
quelle (1), einem Kollektor (3), mehreren Linsengliedern (4, 6, 8), einer 
Aperturblende (5), einer Leuchtfeldblende (7), einem Anregungsfilter (9) 
5 zur gleichzeitigen Erzeugung mehrerer Anregungsbander unterschiedli- 

cher Liclitwellenlangen sowie einem Filterelement zur Beeinflussung die- 
ser Anregungsbander, ferner enthaltend einen Strahlteiler (10) und ein 
Objektiv (11), das den Beleuchtungsstrahl auf ein auf einem Objekttisch 
(13) liegendes Fluoreszenz-Objekt (12) richtet, welches uber den Strahl- 
10 teller (10), ein Ausgangsfilter (14) und eine Tubuslinse (15) in eine Zwi- 

schenbildebene (16) abgebildet wird, 
dadurch gekennzeichnet. da& 

a) als Filterelement ein Filterschieber-Satz (20) aus einzein verschiebba- 
ren, dicht beabstandeten Filterschiebern (21; 21a, 21b) dicht neben der 

15 Aperturblende (5) senkrecht in den Beleuchtungsstrahlengang einge- 

fugt ist, 

b) auf jedem Filterschieber (21) fur jedes Anregungsband ein selektives 
Filter (23; 28, 29, 31, 32) vorgesehen ist, das Flachenbereiche mit ho- 
hen und niedrigen Transmisslonsgraden aufweist, 

2 0 c) zum vollstandigen Loschen des Anregungsbandes der Flachenbereich 

mit dem niedrigsten Transmissionsgrad einen Mindestdurchmesser 
gleich dem Strahldurchmesser (x) aufweist, 

d) neben jedem Filter (23; 28, 29, 31, 32) eine freie Offnung (22) mit dem 
Strahldurchmesser (x) angeordnet ist, 

2 5 e) der Transmissionsgrad jedes Filters (23; 28, 29, 31, 32) in Verschiebe- 

hchtung mit dem Abstand von der freien Offnung (22) abnimmt, 

f) und jedem Filterschieber (21) separate Verstellmittel (25) zugeordnet 
sind, mit denen ein beliebiger Flachenbereich des Fitterschiebers (21) 
in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht werden kann. 
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11. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10. 
dadurch gekennzeichnet, daa 

zur Beeinflussung einer Anzahl n Anregungsbander 

a) der Filterschieber-Satz (20) aus n-1 Filterschiebem (21) auf separaten, 
dicht beabstandeten n-1 Schiebe-Ebenen parallel zur Aperturblenden- 
ebene (24) besteht, 

b) jeder Filterschieber (21) mindestens eine freie Offnung (22) und n se- 
lektive Filter (23; 28, 29, 31, 32) fur die n Anregungsbander aufweist. 

12. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10. 
dadurch gekennzeichnet, da& 

zur Beeinflussung zweier Anregungsbander A. D ein einzelner Filter- 
schieber (21) vorgeseheh ist. 

a) der an seinem einen Ende ein LangpaB-Filter (29) zur Intensitatsab- 
schwachung des kCirzenwelligen Anregungsbandes A, 

b) an seinem anderen Ende ein KurzpalS-Filter (28) zur Intensitatsab- 
schwachung des langenwelligen Anregungsbandes D. 

c) und dazwischen die freie Offnung (22) aufweist, 

d) sowie Versteilnriittel (25) zum kontinuierlichen Verschieben des Filter- 
schiebers (21) parallel zur der Aperturblendenebene (24) angebracht 
sind. 

1 3. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daft 

a) der Filterschieber (21) eine lichtdurchlassige, rechteckige Glasplatte 
(27) aufweist, an deren Enden einander gegenuberliegend das Kurz- 
paB-Filter (28) und das LangpalX-Filter (29) als Aufdampfschichten auf- 
gebracht sind, 

b) und das KurzpaU-Filter (28) und das LangpaB-Filter (29) jeweils in Ver- 
schieberichtung von der freien Offnung (22) zu den Enden des Filter- 
schiebers (21) einen zunehmenden Anteil der bedampften Glasober- 
flache und dadurch eine abnehmende Transmission aufweist. 



wo 00/36451 



24 



PCT/DE99/03768 



14. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Flachen der beiden Aufdampfschichten an den Enden des Filterschie- 
bers (21) jeweils die Form eines Rechtecks mit einer Mindestkantenlange 
5 gleich dem Strahldurchmesser (x) haben, dem in Richtung der freien Off- 

nung (22) die Basis einer aufgedampften, gleichschenkligen Dreieck- 
Flache angrenzt. 

15. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, da& 

10 die Aufdampfschichten ganz oder teilweise als nicht zusammenhangende 

Flache, sondern als Flachenelemente (30) aufgebracht sind, deren GroRe 
Oder Abstande in Verschieberichtung von der freien Offnung (22) zu den 
Enden hin unterschiedlich gewahit sind. 

16. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
15 dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung von drei Anregungsbandern A, B, D ein zweiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus zwei kreisfbrmigen Filterschiebern (21) vor- 
gesehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21) eine kreisformige freie Offnung (22) in der 

2 0 Mitte aufweist, 

b) darum herum als drei Kreisringsektoren drei selektive Filter (28, 29, 31) 
fur die Anregungsbander A, B, D mit radial abnehmendem Transmissi- 
onsgrad angeordnet sind, 

c) und jedem Filterschieber (21) separate Verstellmittel (25) zugeordnet 
25 sind, mit denen die Filterschieber (21) unabhangig voneinander parallel 

zur Aperturblendenebene (24) verschoben und/oder gedreht werden 
konnen. 

17. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

3 0 zur Erzielung eines radial abnehmenden Transmissionsgrads der Anteil 

der bedampften Flache der Filter (28, 29, 31) radial zunimmt. 
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18. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung von drei Anregungsbandern A, B, D ein zweiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus zwei kreisformigen Filterschiebern (21) vor- 
gesehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21) in sechs, den Beleuchtungsstrahlengang ab- 
deckende Kreissektoren gegliedert und urn seine auRerhalb des 
Strahlengangs gelegene Mitte drehbar gelagert ist. 

b) jeder zweite Kreissektor eine freie Offnung (22) ist und dazwischen je- 
weils eines der drei selektiven Filter (28, 29, 31) fur die Anregungsban- 
der A, B, D liegt, 

c) jedes Filter (28, 29, 31) in einer der beiden Drehrichtungen einen An- 
stieg des Transmissionsgrads aufweist, 

d) und separate Verstellmittel (25) zum Drehen jedes Filterschiebers (21) 
urn seine Mitte und parallel zur Aperturblendenebene (24) vorgesehen 
sind. 

19. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung von drei Anregungsbandern A, B, D ein zweiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus zwei rechteckigen Filterschiebern (21) vorge- 
sehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21) in der Mitte eine freie Offnung (22) und an sei- 
nen beiden Enden zwei unterschiedliche Kombinationen aus jeweils 
zwei der drei selektiven Filter (28, 29, 31) fiir die Anregungsbander 
aufweist, 

b) der Transmissionsgrad der Filter (28, 29, 31) in der Langsrichtung des 
Filterschiebers (21) von der freien Offnung (22) zu den Enden ab- 
nimmt, 

c) und separate Verstellmittel (25) zum Verschieben des Filterschiebers 
(21) in Langsrichtung und parallel zur Aperturblendenebene (24) ange- 
ordnet sind. 
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20. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung von vier Anregungsbandern A, B, C, D ein dreiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus drei kreisformigen Filterschiebern (21) vorge- 
5 sehen ist, wobei 

a) jeder Fiiterschieber (21)in der Mitte eine freie Offnung (22) und darum 
herum vier selektive Filter (28, 29, 31, 32) fur die Anregungsbander als 
aneinander angrenzende, aufgedampfte Kreisringsektoren mit radial 
abnehmendem Transmissionsgrad aufweist 

10 b) und separate Verstellmittel (25) zum Verschieben und/oder Drehen je- 

des Filterschiebers (21) parallel zur Aperturblendenebene (24) vorge- 
sehen sind. 

21. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

15 zur Beeinflussung von vier Anregungsbandern A, B, C, D ein dreiteiliger 

Filterschieber-Satz (20) aus drei kreisformigen Filterschiebern (21) vorge- 
sehen ist, wobei 

a) jeder Fiiterschieber (21) in acht, den Beleuchtungsstrahlengang ab- 
deckende Kreissektoren gegliedert und um seine aufierhalb des 

2 0 Strahlengangs gelegene Mitte drehbar gelagert ist, 

b) jeder zweite Kreissektor eine freie Offnung (22) ist und dazwischen je- 
weils eines der vier selektiven Filter (28, 29, 31 , 32) fur die Anregungs- 
bander liegt. 

c) jedes Filter (28, 29, 31 , 32) in einer der beiden Drehrichtungen einen 
2 5 Anstieg des Transmissionsgrads aufweist, 

d) und separate Verstellmittel (25) zum Drehen jedes Filterschiebers (21) 
um seine Mitte und parallel zur Aperturblendenebene (24) vorgesehen 
sind. 
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Translation of International Application PCT/DE99/03768 

Method for the Individual Adaptation of Excitation Intensities in a Multiband 
Fluorescence Microscope and a Multiband Fluorescence Microscope for Carrying Out 

Said Method 

The invention relates to a method for the individual adaptation of excitation intensities in 
a multiband fluorescence microscope and a multiband fluorescence microscope to 
execute the method corresponding to the features of the introductory clause of the 
independent claims. 

With the multiband fluorescence microscope, the user frequentiy confronts the problem 
that the different fluorescence bands m the microscopic image have varying intensities 
and are not uniformly visible. The cause lies frequently in the difference in excitation 
intensities in the illumination beam path or even in the varying blockage of the 
fluorescence intensities by a barrier filter in the unaging beam path. Also, different 
concentrations of the fluorescence die for the different excitation bands, even when 
staining the objects to be considered, or the progressive bleaching of the dye, the so- 
called fading, lead to differing mtensities of the fluorescence bands in the microscopic 
image. The different intensities of the fluorescence bands prove to be especially 
problematic then if the microscopic image is to be photographically recorded. Then the 
portion of the fluorescent light of weak intensity on the photo is too weakly reproduced or 
is not visible at all. Only with intensities of the fluorescence bands that are as uniform as 
possible can there be defect-free photos of the microscopic unage. 

US Patent 5,371,624 specifies a fluorescence microscope having only two excitation 
bands in which the intensities of the two excitation bands can be intermittentiy affected. It 
mcludes an illumination beam path having a light source and an excitation filter that 
produces several excitation bands of varying light wavelengths from the light of the light 
source. Furthermore, it has a splitter mirror, an output filter (also designated as a barrier 
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filter or emission filter) for the fluorescent light and a filter element for affecting the 
intensities of the excitation bands. 

The filter element can, by tilting continuously with respect to the optical axis, be 
5 switched between two limit positions having two fixed, predetermined values of the 

transmission factors of one or the other excitation band. In the one limit position, only the 
first excitation band is attenuated, in the other hmit position only the second excitation 
band is attenuated and between the two limit positions, neither of the excitation bands is 
attenuated. A drop in the transmission factor of the particular excitation band is only 
1 0 possible up to the fixed, predetermined value. However, variation between a maximum 
transmission and a zero value, i.e., up to full suppression of one of the two excitation 
bands, is not possible. Moreover, only two excitation bands can be affected. 

It is object of the present invention to specify a method for individual adaptation of 
1 5 excitation intensities in a multiband fluorescence microscope and a multiband 

fluorescence microscope to execute the method, in which one or more of the excitation 
bands can be partially or completely filtered out. For this purpose the transmission factor 
for each excitation band is to be continuously adjustable using simple means. 

20 This objective is met by the invention via the characterizing features of the independent 
claims. Advantageous embodiments arise fi-om the features of the dependent claims. 

The method of the invention starts fi-om a known multiband fluorescence microscope in 
which several excitation bands of varying wavelengths are produced using an excitation 
25 filter in an illumination beam path fi-om the light of a Ught source. The excitation bands 
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illuminate a fluorescence object prepared using fluorescence dyes and are converted by it 
into frequency-shifted fluorescence bands. 

According to the invention, the fluorescence intensities of the individual fluorescence 
5 bands are first determined in the microscopic image and compared to previously set 
intensity setpoint values. The fluorescence intensities can be determined, for example, 
either visually or by using an intensity meter. This can consist for example of a video or 
CCD camera having an image analysis system connected in an outgoing circuit. 

10 In this context a different intensity setpoint value can be set for each fluorescence band. 
However, in practice, the setpoint values are oriented toward concrete problems posed by 
the microscope user. If, for example, the microscopic image is to be documented either 
photographically or by video camera, and thus each fluorescence band in the photo or in 
the video image is to be reproduced with equal brightness, then the level of the setpoint 

15 values depends on the spectral sensitivity of the fibn or the camera. Therefore, their 
spectral sensitivity must be taken into consideration in the determination of setpoint 
values for the various excitation bands. 

Therefore, the desired setpoint values must all be equal - and in particular equal to the 
20 lowest fluorescence intensity - provided that the fihn or the camera reproduces all 
spectral colors with equal intensity. However, if the spectral sensitivity of the video 
camera or of the fihn is not constant, then correspondingly varying setpoint values must 
be set for the different fluorescence bands in order to be able to reproduce the 
fluorescence bands with equal brightness. 

25 
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On the other hand, if specific fluorescence bands do not appear on the photo or the video 
image, and thus are masked out, then the setpoint values for said bands must be equal to 
zero. In this context, it proves to be beneficial if the setpoint values are equal to the 
lowest of their intensities also for the fluorescence bands that are not masked out. Then 
5 these fluorescence bands all appear equally bright. 

For each excitation band that is assigned to a fluorescence intensity deviating from the 
setpoint values, a selective filter according to the present invention tuned to the pertinent 
excitation band is brought into the illumination beam path. Its spectral transmission curve 
10 is configured so that exclusively the intensity of the pertinent excitation band is reduced, 
but the remaining spectral regions pass through unhindered. 

In a multiband fluorescence microscope according to the invention for executing the 
method according to the invention, a filter draw assembly made of a multiplicity of 
1 5 individually movable filter draws is perpendicularly inserted in the illimiination beam 
path tightly next to the aperture diaphragm plane. 

The structure of the filter draw is a fimction of the number of the different excitation 
bands of the multiband fluorescence microscope. For a number of n excitation bands, 
20 each filter draw has n selective filters harmonized to the excitation bands and having 
surface regions with high and low transmission factors. 

The different transmission factors are achieved by virtue of the fact that only certain area 
portions of the beam cross-section are occupied using separate filter-area elements. In this 
25 context as even a surface coverage of the beam cross-section as possible is sought so that 
no unilateral shading, and thus also no unilateral illumination of the pupils, is made. As a 
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result a crooked illumination, and thus a lateral migration of the picture elements, is 
prevented during focusing. 

It must be possible to insert the filters in the illumination beam path independently of 
5 each other individually or in combination using the desired surface region or the desired 
transmission. In this context, it must be possible with n excitation bands to combine a 
maximum of n-1 filters with each other, i.e. simultaneously insert them in the 
illumination beam path. This is sufficient since all excitation bands must never be 
attenuated simultaneously, because as a rule an excitation band supplies the intensity 
10 setpoint value and remains unchanged. Likewise, all excitation bands must not be 
triggered simultaneously, since this is equivalent to turning off the lighting. 

In order to achieve the required combinations fi-om n-1 filters, n-1 individually movable 
filter draws that are situated tightly parallel next to the aperture diaphragm plane with 

1 5 little distance between them and are effectual in combination are arranged in an 

advantageous embodiment of a multiband fluorescence microscope according to the 
invention having n excitation bands on n-1 disk planes. With each filter draw, one filter 
for an excitation band can be suitably adjusted so that altogether a maximum of n-1 
excitation bands (one less than the maximum number) can be selectively attenuated or 

20 triggered. 

For two excitation bands, it is sufficient if the two required filters are arranged in a single 
disk plane (n-l=l), since either only the one or only the other filter must be inserted in 
the illumination beam path. Therefore, a filter draw assembly to affect two excitation 
25 bands is preferably of one piece, thus designed with only one filter draw. However, for 
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more than two excitation bands, a corresponding multi-piece filter draw assembly must 
be provided with n-1 individually movable filter draws. 

Except for the selective filters for the various excitation bands, each filter draw has at 
5 least one blank aperture with the beam diameter of the illumination beam path. In this 
case a blank aperture is arranged next to each filter. Depending on the embodiment, the 
filters can also be grouped directly around a single blank aperture. The transmission 
factor of the filter diminishes in the shifting direction as the distance fi-om the blank 
aperture increases. In this case each filter has a surface region with the lowest 
10 transmission factor and a minimum diameter equal to the beam diameter x. If this surface 
region is inserted in the illumination beam path, the associated excitation band is 
maximally attenuated, i.e., to the zero value. 

By correctly positioning each of the individual filters in the illumination beam path, the 
1 5 transmission factor that is acting on the illumination beam path is precisely individually 
adjusted such that by attenuating the excitation band assigned to the filter, the resulting 
fluorescence intensity matches its intensity setpoint value. To execute this process step, 
separate positioning means, which bring about the fiiU or partial covering of the 
illumination beam path using the appropriate surface region of the filter draw, are 
20 assigned to each filter draw. Thus, the blank aperture or one or more of the filters or 
combinations of filter regions and the blank aperture can be inserted in the illumination 
beam path, according to preference. If this last process step was executed for all filters 
and thus all excitation bands, all fluorescence intensities match their setpoint values. 

25 Even after optimal setting of the fluorescence intensities by applying the method 
according to the invention using a specified multiband fluorescence microscope. 



6 




THIS PAGE BLAMK (uspto) 



LWEP:103_US_ 

deviations of the fluorescence intensities from the setpoint values reoccur after some 
time. This is attributable to the fact that the various fluorescence dyes for the various 
excitation bands fade a differing rates, i.e., they exhibit a specific fading. 

5 Therefore, in one advantageous embodiment of the method, the time changes of the 
fluorescence intensities are continuously determined. The transmission factors of the 
filter that are in effect within the illumination beam path are then repeatedly adjusted at 
specific time intervals so that the fluorescence intensities are always brought into accord 
with their setpoint values. 

10 

An especially advantageous embodiment of the method provides for an automatic fading 
compensation. For this purpose the time modifications of the fluorescence intensities are 
automatically continually determined. To do this the microscopic image, for example, can 
be automatically continually recorded using a video camera and the fluorescence 
1 5 intensities contained therein can be determined using an image analysis system and 
compared to the predetermined setpoint values. 

Then the transmission factors of the filter are automatically continuously modified and 
adapted so that the fluorescence intensities are always kept at the intensity setpoint 
20 values. To this end, motorized positioning means, for example, can be used. The drive of 
the motors and regulation of the fluorescence intensities in relation to the setpoint values 
can be achieved using an electronic unit and a computer to which the signals of the video 
camera or the image analysis system are fed. 

25 The invention is explained in more detail below with respect to the schematic drawing. 
Shown are: 
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Figxire 1 a beam path of a multiband fluorescence microscope according to the 
invention; 

Figure 2a-d various embodiments of a fiUer draw for a dual-band fluorescence 
microscope; 

Figure 2e the spectral transmission curve of the excitation bands and the assigned 
filter of a filter draw for a dual-band fluorescence microscope; 

Figure 3a-c various embodiments of a filter draw for a two-piece filter draw assembly 
of a three-band fluorescence microscope; 

Figure 3d the spectral transmission curve of the excitation bands and the assigned 
filter of a filter draw for a three-band fluorescence microscope; 

Figure 4a-b various embodiments of a filter draw for a three-part filter draw assembly 
of a four-band fluorescence microscope; 

Figure 4c the spectral transmission curve of the excitation bands and the assigned 
filter of a filter draw for a four-band fluorescence microscope. 

Figure 1 shows a beam path of a multiband fluorescence microscope for executing the 
method according to the invention. From a light source 1 an illumination beam path starts 
with an optical axis 2 in which a collector 3, a first lens member 4, an aperture diaphragm 
5, a second lens member 6, a radiant field stop 7, a third lens member 8 and a excitation 
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filter 9 are arranged in succession to produce the excitation bands. The illumination beam 
path is deflected at a beam splitter 10 to an objective 1 1 . It passes through the objective 
1 1 and reaches a fluorescence object 12, which rests on a specimen stage 13. 

5 The excitation bands produced by excitation filter 9 in the illumination beam path are 
converted into fluorescence bands 12 by fluorescence dyes that were injected in 
fiuorescence object 12, and said bands are emitted by the fluorescence object in a 
fi-equency-shifted state. This fluorescence Ught passes through objective 11, beam splitter 
10, an output filter 14, a tube lens 15 and reaches an intermediate image plane 16. The 

10 mtermediate image produced here can be considered by microscope user using an 

eyepiece 17. The intermediate image is displayed via a TV output on a video camera 18 
having an image analysis system 19 comiected in series. With this design the fluorescence 
intensities of the individual fluorescence bands in the microscopic image can be 
determined either visually usmg eyepiece 17 or using image analysis system 19 and then 

1 5 compared to intensity setpoint values greater than or equal to zero. 

To attenuate the excitation bands, a filter draw assembly 20 according to the invention, 
consisting in this example of two filter draws 21a and 21b, is inserted perpendicular to 
the optical axis 2 of the illumination beam path tightly next to, i.e., behind or in fi-ont of 

20 aperture diaphragm plane 24. Arranged on each filter draw 21a, 21b are a blank aperture 
22 and in addition several selective filters 23 tuned to the excitation bands. By arranging 
filter draws 21a, 21b as narrowly as possible, filters 23 can be situated as tightly as 
possible next to aperture diaphragm plane 24. This ensures that the inserted filter draws 
21a, 21b are not visible in the image. A fiirther advantage is that in this case the least 

25 possible beam fanning occurs, so that the surface region of filter 23 can be kept as small 
as possible. 
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According to the present invention, positioning means are assigned to each filter draw. In 
this context positioning means having the possibihty of manual adjustability can be used 
in economic embodiments. Although motorized positioning means are more expensive, 
they permit an automation of the method according to the invention. 

In the embodiment illustrated here, two motors 25a, 25b that can shift parallel to the 
aperture diaphragm plane and/or rotate filter draws 21a, 21b are arranged as positioning 
means for filter draws 21a, 21b. Using the motors 25a, 25b either the blank aperture 22 or 
a selective filter 23 or a combination of the two can be inserted in the illumination beam 
path by the particular assigned filter draw 21a or 21b. The motors 25a, 25b are driven by 
control electronics 26, which receive the input signal fi-om the image analysis system 19. 

The image analysis system 19 determines fi-om the camera signal the deviation of the 
fluorescence intensities from their setpoint values. Then those excitation bands that cause 
the deviations from setpoint values are determined and one of the filter draws 21a, 21b is 
assigned to each of these excitation bands for attenuation. In the illustrated example, two 
excitation bands can thus be completely attenuated, i.e. to the zero value, or even partially 
attenuated. For each filter draw 21a, 21b a drive signal is produced for the associated 
motor 25a, 25b. Each filter draw 21a, 21b is continuously shifted via the associated motor 
25a, 25b so that a filter 23 selectively acting on the assigned excitation band is inserted in 
the illumination beam path. Then the filter draw 21a or 21b is shifted fiirther until a 
surface region of the inserted filter 23 has a transmission factor in the illumination beam 
path through which the assigned excitation band is attenuated to the intensity setpoint 
value. In this way, all excitation bands are set to their intensity setpoint values. 
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Different embodiments of filter draw assembly 20 or the filter draw 21 and the associated 
spectral transmission curves of the filters arranged on them are explained below. 

A filter draw 21 for a multiband fluorescence microscope having two excitation bands A 
and D is depicted in Figure 2a. Applied to a rectangular glass plate 27 as different vapor 
deposition layers are a long-pass filter 29 for the intensity reduction of the short-wave 
excitation band A and a short-pass filter 28 for the intensity reduction of the long-wave 
excitation band D. TTiey are located on the ends of the glass plate 27, and between them is 
the blank aperture 22 in the center of filter draw 21 . Its cross-section is equal to the beam 
diameter x in the aperture diaphragm 5 of the illumination beam path. Filter draw 21 can 
be continuously shifted by positioning means (not shown) longitudinally in both 
directions parallel to the aperture diaphragm plane 24. Tlie movement is indicated by a 
double arrow. 

Short-pass filter 28 and long-pass filter 29 are each appUed in this version as a comiected 
vapor-deposition layer. The transmission of the two filters 28, 29 is largest right next to 
blank aperture 22 and gets smaller as the distance fi:om blank aperture 22 increases. To 
this end next to blank aperture 22 filter draw 21 is not completely covered with filters 28, 
29, but rather the portion of the filter area increases as one moves from blank aperture 22 
toward the end of filter draw 2 1 . 

Thus, the vapor-deposition layers on the ends of filter draw 21 form a rectangle with a 
minimum edge length equal to the beam diameter x. If this vapor-deposited rectangular 
area completely covers the illumination beam path, the smallest percentile is thus set and 
the accompanying excitation band is completely attenuated, i.e., to the zero value. The 
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Another filter draw 21 for a multiband fluorescence microscope according to the 
invention having two excitation bands A and D is depicted in Figure 2c. Applied to a 
rectangular glass plate 27 are a short-pass filter 28 for fihering the long-wave excitation 
band A and a long-pass filter 29 for filtering the short-wave excitation band D as different 
vapor-deposition layers. Located between them is a blank aperture 22. 

The filters 28, 29 are vapor-deposited in this version of filter draw 21 next to blank 
aperture 22 as separate area elements 30 formed in any way desired (here circular). 

In this context, the size of area elements 30 and thus the portion of the area of filter draw 
21 increases when moving fi-om blank aperture 22 to the ends of filter draw 21. The 
transmission factor of filters 28, 29 is largest next to blank aperture 22 and diminishes 
when moving in the direction toward the ends of filter draw 21. On both ends of filter 
draw 21, each of the two filters 28, 29 have a completely vapor-deposited area with the 
smallest transmission factor, said area having at least the diameter x of the beam path. 

Another filter draw 21 for a multiband fluorescence microscope according to the 
invention having two excitation bands A and D is depicted in Figure 2d. AppUed to a 
rectangular glass plate 27 are a short-pass filter 28 for filtering the long-wave excitation 
band A and a long-pass filter 29 for filtering the short-wave excitation band D as different 
vapor-deposition layers. Located between them is a blank aperture 22. 

In this embodiment the vapor-deposition layers are applied as strip-shaped area elements 
30, the width of the strips increasing as one moves fi-om the center to the ends of filter 
draw 21. hi this way the transmission diminishes as one moves fi-om the blank aperture 
22 toward the ends of filter draw 21. Also here the two filters 28, 29 each have a 
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completely vapor-deposited surface with the lowest possible transmission factor at both 
ends of filter draw 21, said surface having at least the diameter x of the beam path. 

The spectral transmission curves of the short-wave excitation band A and the long-wave 
5 excitation band D, as well as the transmission curves T^, of the associated selective 
filter, thus the long-pass filter for the short-wave excitation band A and the short-pass 
filter for the long- wave excitation band D, are depicted in Figure 2e as a fimction of the 
light wavelength X, Filters A and B are selected so that they only selectively filter out the 
associated excitation band for each but allow the remaining wavelength ranges to pass 
10 through imhindered. 

Figure 3a shows a rectangular filter draw 21 of a two-piece filter draw assembly 20 for a 
multiband fluorescence microscope having three excitation bands A, B, D. In this 
embodiment filter draw assembly 20 consists of two rectangular filter draws 21 identical 
15 to said bands that are tightly inserted in the illxmiination beam path one behind the other 
next to the aperture diaphragm plane 24. 

Provided in the center of filter draw 21 is the blank aperture 22 having diameter x of 
illumination beam path 2. Applied as vapor-deposition layers on the two ends of filter 

20 draw 21 are two different combinations of two or three selective filters 28, 29, 3 1 for 
excitation bands A, B, D. The two filters 28, 31 or 29, 31 on one end are in each case 
arranged next to one another so that both fihers border each other and blank aperture 22. 
In this context each filter 28, 29, 31 has an area of least transmission having at least the 
diameter x of illumination beam path 2. As a resuh filter draw 21 has at least a width of 

25 2x on its short end. 
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The transmission factor of filters 28, 29, 31 diminishes as one moves in the longitudinal 
direction of filter draw 21, thus in the direction of shift fi-om blank aperture 22 toward the 
ends. This is realized in the example represented here in that the vapor-deposited surface 
of each filter 28, 29, 31 increases as one moves fi-om blank aperture 22 toward the end of 
filter draw 21. 

Separate positioning means 25 for shifting filter draw 21 parallel to aperture diaphragm 
plane 24 in both the longitudinal and transverse directions are provided for each of the 
two identical shifters 21 of the filter draw assembly. As a result it is possible to insert 
filters 28, 29, 31, individually or in combination, completely or with only a portion of 
their surface in the illumination beam path. 

Figure 3b shows a circular fiher draw 21 of a two-piece filter draw assembly 20 for a 
multiband fluorescence microscope according to the invention having three excitation 
bands A, B, D. In this advantageous embodiment of the multiband fluorescence 
microscope according to the invention, filter draw assembly 20 consists of two circular 
filter draws 21 identical to said bands that are tightly inserted in the illumination beam 
path one behind the other next to the aperture diaphragm plane 24. Provided in the center 
of each filter draw 21 is blank aperture 22. Three selective filters 28, 29, 31 for excitation 
bands A, B, D are arranged bordering said opening as vapor-deposited ring sectors that 
border each other. 

Filters 28, 29, 31 each possess a transmission factor that decreases as radius increases and 
is largest next to blank aperture 22. This is accomplished, for example, by virtue of filters 
28, 29, 31 not being fiiUy vapor-deposited. Instead, vapor-deposited area elements 30 that 
get wider as they extend radially and that have non-vapor-deposited surface regions are 
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applied in between them next to blank aperture 22 so that the portion of vapor-deposited 
surface of each filter 28, 29, 31 increases as the radius increases. 

Using separate positioning means (not shown here), each of the two identical filter draws 
21 of filter draw assembly 20 can be shifted individually and parallel to aperture 
diaphragm plane 24. In this case it can either be laterally shifted in one direction and also 
rotated (as indicated in Figure 3b) or, altematively, shifted within a plane in two 
directions. As a result any desired fi-actional area of filter draw 21, for example blank 
aperture 22 or one of the fihers 28, 29, 3 1 having the desired transmission factor, can be 
inserted in the illumination beam path. By arranging two equal filter draws 21 in the 
illumination beam path, any two of the three filters 28, 29 31 can be inserted 
simultaneously in the illumination beam path so that two of the three excitation bands can 
be simultaneously weakened to the predetermined setpoint values or completely faded 
out. 



Figure 3c shows an especially advantageous embodiment of a filter draw 21 for a two- 
piece filter draw assembly 20 of a multiband fluorescence microscope according to the 
invention having three excitation bands A, B, D. In this embodiment of the multiband 
fluorescence microscope, filter draw assembly 20 consists of two circular filter draws 21 
identical to said bands that are inserted in the illumination beam path tighfly in succession 
next to aperture diaphragm plane 24. 

The filters 28, 29, 3 1 for the excitation bands A. B, D are advantageously arranged on the 
filter draw 21 such that it only has to be turned but not shifted (rotary movement is 
indicated). This simplifies the structure of the mechanical or even motorized positioning 
means, which are separately assigned to each of the two filter draws 21 (not shown). 
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In order to accomplish this, each fiUer draw 21 is designed with a circular shape, divided 
into six sectors and arranged pivoted around its center. The center of the circle lies 
outside the illumination beam path. Each sector can be turned by rotating filter draw 21 
5 into the illumination beam path and cover it completely. The beam cross section with the 
diameter x is inscribed. 

Each second sector is a blank aperture 22. AppUed, for example glued on or vapor- 
deposited, in between each is one of the three filters 28, 29, 31 for the three excitation 

10 bands A, B, D. Each filter 28, 29, 3 1 exhibits an increase of the transmission factor inside 
its sector in one of the two directions of rotation, for example via different surface 
coverage with vapor-deposited area elements. As a result each filter 28, 29, 31 has next to 
the one neighboring blank aperture 22 a maximum transmission factor and next to the 
other neighboring blank aperture 22 a minimum transmission factor. By rotating the filter 

15 draw 21, one of the blank apertures 22 or one of the filters 28, 29, 31 with the desired 
transmission or a combination of the two can be inserted in the illumination beam path. 
The use of two identical filter draws 21 as a filter draw assembly makes it possible to 
attenuate up to two of the three excitations bands A, B, D simultaneously and 
independently of each other to the desired setpoint value. 

20 

Figure 3d shows the spectral transmission curves of the short-wave excitation band A, of 
the long-wave excitation band D and an intermediate excitation band B as a fimction of 
the light wavelength X. 

25 Furthermore, the transmission curves T^, Tq, Td of the accompanying selective filters are 
depicted, thus the long-pass filter for the short-wave excitation band A, of the short-pass 
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filter for the long-wave excitation band D and a selective filter for the excitation band B. 
The filters are selected so that they only selectively filter out the associated excitation 
band, but the remaining wavelength ranges pass through unhindered. 

Figure 4a shows a circular filter draw 21 for a three-part filter draw assembly 20 of a 
multiband fluorescence microscope according to the invention having four excitation 
bands A, B, C, D, In this embodiment of the multiband fluorescence microscope 
according to the invention, filter draw assembly 20 consists of three circular fiher draws 
identical to said bands that are tightly inserted in the illumination beam path one behind 
the other next to the aperture diaphragm plane 24. Each filter draw 21 has a blank 
aperture 22 in the center. In addition four selective filters 28, 29, 31, 32 for the excitation 
bands A, B, C, D, are vapor deposited as ring sectors that border each other. 

The transmission factor of the filters 28, 29, 31, 32 diminishes as the radius increases and 
is largest next to the blank aperture 22. This is achieved, for example, by vapor- 
depositing the filters 28, 29, 31, 32 not completely, but as ring-shaped area elements 30 
with non-vapor-deposited areas with vapor-deposition between them, whereby the portion 
of the vapor-deposited area of each filter 28, 29, 31, 32 increases as the radius increases. 

Separate positioning means (not shown) are assigned to each of the three filter draws 21 
of filter draw assembly 20. Using these positioning means, each filter draw 21 can be 
moved individually and parallel to aperture diaphragm plane 24. In this case it can be 
shifted laterally in one direction and also rotated (as indicated in Figure 4a) or 
alternatively shifted in two directions within one plane. 
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As a result, any fractional area of filter draw 21, thus the blank aperture 22 or any 
fractional area filters 28, 29, 31, 32, can be inserted in the illumination beam path. By 
arranging three equal filter draws 21 in the illumination beam path, any three of the four 
filters 28, 29, 31, 32 can be simultaneously inserted in the illumination beam path. As a 
5 result up to three of the four excitation bands A, B, C, D can be weakened to the 
predetermined setpoint value or even faded out completely. 

Figure 4b shows an especially advantageous embodiment of a filter draw 21 for a three- 
part filter draw assembly 20 for a multiband fluorescence microscope according to the 
10 invention having four excitation bands A, B, C, D. In this embodiment of the multiband 
fluorescence microscope according to the invention, filter draw assembly 20 consists of 
three circular filter draws 21 identical to said bands and are inserted in the illumination 
beam path tightly in succession next to aperture diaphragm plane 24. 

1 5 The filters 28,29,31,32 for the excitation bands A, B, C, D are arranged on the filter 
draw 21 such that it only has to be rotated, but does not have to be moved (rotating 
movement is indicated). That simphfies the design of the mechanical or even motorized 
positioning means that are separately assigned to each of the three filter draws 21 (not 
shown). 

20 

This is achieved by virtue of each filter draw 21 being designed with a circular shape, 
divided into eight sectors and mounted pivoted around its center. The center of the circle 
is outside the illumination beam path. By rotating the filter draw 21, each sector can be 
brought to totally or partially cover the illumination beam path. The beam cross section 
25 with the diameter x is inscribed. 
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Every second sector is a blank aperture 22. In between them one of the four filters 28, 29, 
31, 32 is applied, e.g., glued or vapor-deposited, for the three [sic] excitation bands A, B, 
C, D. Each filter 28, 29, 31, 32 exhibits an increase of the transmission factor inside its 
sector in one of the two directions of rotation, for example, via different area coverage. 
5 As a result each filter 28, 29, 3 1 , 32 has a maximum transmission factor next to the one 
neighboring blank aperture 22 and a minimimi transmission factor next to the other 
neighboring blank aperture 22. 

By rotating filter draw 21, one of blank apertures 22 or one of filters 28, 29, 31, 32 having 
10 the desired transmission of a combination of both can be inserted in the illumination 
beam path. By using three filter draws 21, up to three of the four excitation bands A, B, 

can be attenuated to the desired setpoint value simultaneously and independently of 
one another. 



15 In Figure 4c, the spectral transmission curves of the short-wave excitation band A, of the 
long-wave excitation wave excitation band D and of the two excitation bands B and C 
between them are represented as a function of the light wavelength X. Furthermore, the 
transmission curves T^, Tg, Tc, Tq are specified for the associated selective filter, thus the 
long-pass filter for the short-wave excitation band A, the short-pass filter for the long- 

20 wave excitation band D, a selective filter for the excitation band B and a selective filter 
for the excitation band C. Filters A, B, C, D are selected so that they only selectively 
filter out the particular associated excitation band, but the remaining wavelength ranges 
pass through unhindered. 
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For more than four excitation bands, the filter draw assembly 20 must be expanded 
accordingly. However, it is becoming increasingly difficult to place the individual filters 
close enough next to aperture diaphragm 5. 
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Reference symbol list 





1 
1 


Light source 




I 


Optical axis of the illumination beam path 


J 


'X 
J 


Collector 




/I 


First lens member 




J 


Aperture diaphragm 




0 


Second lens member 




1 


Radiant field stop 


lU 


o 

8 


Third lens member 




0 


Excitation filter 






Beam splitter 




1 1 


Objective 




1 0 


Fluorescence object 




1 'X 


Specimen stage 




1 d 


vjutput iilter 




1 J 


Tube lens 






Intermediate image plane 




1 

17 


Eyepiece on tube (17') 


20 


18 


Video camera 




19 


Image analysis system 




20 


Filter draw assembly 




21 


Filter draw (also 21a, 21b) 




22 


Blank aperture 


25 


23 


Selective filter(s) 




24 


Aperture diaphragm plane 
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25 


Positioning mean^ ^2Sa 9Sh mntnr<-\ 


26 


Control electronics 


27 


Glass plate 


28 


Short-pass filter for the lone-wave e\cifaf\nn hanA n /'i ^ 


29 


Long-pass filter for the short-wave excitation band A (X,) 


30 


Area element(s) 


31 


Subtractive filter for excitation B(A^) 


32 


Subti-active filter for excitation C()^) 


X 


Beam diameter in the aperture diaphragm plane 24 
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Claims 



A method for the individual adaptation of excitation intensities in a multiband 
fluorescence microscope having several spectrally different excitation bands that 
are simultaneously converted from an fluorescence object (12) into fluorescence 
bands having fluorescence intensities, 
wherein 

a) the fluorescence intensities of the individual fluorescence bands in the 
microscopic image are determined and compared to intensity setpoint 
values larger than or equal to zero, 

b) for each excitation band that is assigned to a fluorescence intensity 
deviating from the intensity setpoint values, a selective filter (23; 28, 29, 
31, 32) is brought into the illumination beam path. 

c) and the transmission factors of the individual filters (23 ; 28, 29, 3 1 , 32) in 
effect in the illumination beam path are continuously adjusted so that by 
attenuating the associated excitation bands, all fluorescence intensities are 
adjusted to their intensity setpoint values. 

The method as recited in Claim 1, 
wherein 

the setpoint values for the different fluorescence intensities are all equal to the 
lowest fluorescence intensity. 
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3 . The method as recited in Claim 1 , 
wherein 

at least one of the setpoint values for the different fluorescence intensities is equal 
to zero. 

5 

4. The method as recited in Claim 1 , 
wherein 

for some fluorescence intensities the setpoint values are equal to zero and for the 
rest are equal to the lowest fluorescence intensities. 

10 

5 . The method as recited in Claim 1 , 
wherein 

the different fluorescence intensities are visually determined. 

1 5 6. The method as recited in Claim 1 , 
wherein 

the different fluorescence intensities are determined using an intensity meter. 

7. The method as recited in Claim 6, 
20 wherein 

the different fluorescent intensities are determined using a CCD or a video camera 
(18) having an image analysis system (19). 
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8. The method as recited in Claim 1 , 
wherein 

a) modifications of the fluorescence intensities are continuously determined, 

b) and by repeated adaptation of the transmission factors of the filters (23; 
5 28, 29, 3 1, 32) in effect in the illumination beam path, the fluorescence 

intensities are always brought back to their setpoint values. 

9. The method as recited in Claim 2, 
wherein 

1 0 a) modifications of the fluorescence intensities are automatically 

continuously determined, 
b) and by automatic continuous adaptation of the transmission factors of the 
filters (23; 28, 29, 31, 32) in effect in the illumination beam path, the 
fluorescence intensities are always kept at their setpoint values. 

15 
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A multiband fluorescence microscope for utilizing the method as recited in Claim 
1, including an illumination beam path having a light source (1), a collector (3), a 
multiplicity of lens members (4, 6, 8), an aperture diaphragm (5), a radiant field 
diaphragm (7), an excitation filter (9) for simultaneous production of several 
excitation bands of different light wavelengths and a filter element to affect these 
excitation bands, also including a beam spUtter (10) and an objective (11) that 
directs the illumination beam path onto a fluorescence object (12) on a specimen 
stage (13) and projects it through the beam splitter (10), an output filter (14) and a 
tube lens (15) into an intermediate image plane (16), 
wherein 

a) a filter draw assembly (20) made of individually movable, tightly spaced 
filter draws (21; 21a, 21b) is inserted perpendicular in the illumination 
beam path tightly next to the aperture diaphragm (5), 

b) a selective filter (23; 28, 29, 3 1 , 32) is provided on each filter draw (21) 
for each excitation band that has surface regions with high and low 
transmission factors, 

c) the surface region having the lowest transmission factor has a minimum 
diameter equal to the beam diameter (x) to completely cancel the 
excitation band, 

d) a blank apertiu-e (22) having the beam diameter (x) is arranged next to 
each filter (23; 28, 29,31,32), 

e) the transmission factor of each filter (23; 28, 29, 31, 32) diminishes as one 
moves fiirther away fi-om the blank aperture (22), 

f) and separate positioning means (25), with which any surface region of the 
filter draw (21) can be inserted in the illximination beam path, are assigned 
to each filter draw (21). 
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1 1 . The fluorescence microscope as recited in Claim 1 0, 
wherein 

to affect a number n of excitation bands 

a) the filter draw assembly (20) consists of n-1 filter draws (21) on separate, 
tightly spaced n-1 layers/planes parallel to the aperture diaphragm plane 
(24), 

b) each filter draw (2 1) has at least one blank aperture (22) and n selective 
filters (23; 28, 29, 3 1 , 32) for the n excitation bands. 



12. The fluorescence microscope as recited in Claim 10, 
wherein 

to affect two excitation bands A, D a single filter draw (21) is provided, 

a) that has on its one end a long-pass filter (29) to weaken the intensity of the 
1 5 short-wave excitation band A, 

b) that has on its other end a short-pass filter (28) to weaken the intensity of 
the long-wave excitation band D, 

c) and has the blank aperture (22) in between them, 

d) and positioning means (25) for continually shifting the filter draw (21) are 
20 mounted parallel to the aperture diaphragm plane (24). 
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The fluorescence microscope as recited in Claim 11, 
wherein 

a) the filter draw (21) has a transparent, rectangular glass plate (27) on whose 
ends the short-pass filter (28) and the long-pass filter (29) applied as vapor 
deposition layers are opposite one another, 

b) and the short-pass filter (28) and the long-pass filter (29) each have an 
increasing portion of the vapor-deposited glass surface, and as a result a 
decreasing transmission as one moves from the blank aperture (22) toward 
the ends of the filter draw (21). 

The fluorescence microscope as recited in Claim 12, 
wherein 

the areas of the two vapor-deposition layers at the ends of the filter draw (21) each 
have the form of a rectangle having a minimum edge length equal to the beam 
diameter (x) against which the base of a vapor-deposited, isosceles triangle area 
borders in the direction of the blank aperture (22). 

The fluorescence microscope as recited in Claim 12, 
wherein 

the vapor-deposition layers are applied neither wholly or in part as connected are, 
but rather as area elements (30) whose size or distances are selected differently as 
one moves in the direction of shifting from the blank aperture (22) toward the 
ends. 
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The fluorescence microscope as recited in Claim 10, 
wherein 

a two-piece filter draw assembly (20) is provided to affect three excitation bands 
A,B.D, 

a) each filter draw (2 1 ) having a circular blank aperture (22) in the center, 

b) three selective filters (28, 29, 3 1) for the excitation bands A, B, D having a 
transmission factor that diminishes as the radius increases are arranged as 
sectors around the center, 

c) and separate positioning means (25), with which the filter draws (2 1 ) can 
be shifted independently of each other parallel to the aperture diaphragm 
plane (24) and or rotated, are assigned to each filter draw (21). 

The fluorescence microscope as recited in Claim 16, 
wherein 

to achieve a transmission factor that diminishes as the radius increases, the portion 
of the vapor-deposited area of the filter (28, 29, 31) increases as the radius 
increases. 
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The fluorescence microscope as recited in Claim 10, 
wherein 

a two-piece filter draw assembly (20) made of two circular filter draws (21) is 
provided to affect three excitation bands A, B, D, 

a) each filter draw (2 1 ) being divided into six sectors covering the 
illumination beam patii and being arranged around its center situated 
outside the beam path, 

b) every second sector being a blank aperture (22) and with one of the three 
selective filters (28, 29, 31) for the excitation bands A, B, D being situated 
between each pair. 

c) each filter (28, 29, 3 1) exhibiting an increase of the transmission factor in 
one of the two directions of rotation. 

d) and separate positioning means (25) being provided for rotating each filter 
draw (21) around its center and parallel to the aperture diaphragm plane 
(24). 
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The fluorescence microscope as recited in Claim 10, 
wherein 

a two-piece filter draw assembly (20) made of two rectangular filter draws (21) is 
provided to affect three excitation bands A, B, D, 

a) each filter draw (21) having a blank aperture (22) in the center and having 
at both of its ends two different combinations of two out of three of the 
selective filters (28, 29, 31) for the excitation bands, 

b) the transmission factor of the filters (28, 29, 3 1 ) diminishing in the 
longitudinal direction of the filter draw (21) moving fi-om the blank 
aperture (22) toward the ends, 

c) and separate positioning means (25) being arranged for shifting the filter 
draw (21) in the longitudinal direction and parallel to the aperture 
diaphragm plane (24). 

The fluorescence microscope as recited in Claim 10, 
wherein 

a three-piece fiher draw assembly (20) made of three circular filter draws (21) is 
provided to affect four excitation bands A, B, C, D, 

a) each filter draw (21) having a blank aperture (22) in the center and four 
selective filters (28, 29, 31, 32) situated around said center for the 
excitation bands as vapor-deposited ring sectors that border each other and 
have a transmission factor that decreases as the radius increases, 

b) and separate positioning means (25) being provided parallel to the aperture 
diaphragm plane for shifting and/or rotating each filter draw (21). 
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The fluorescence microscope as recited in Claim 10, 
wherein 

a three-piece filter draw assembly (20) made of three circular filter draws (21) is 
provided to affect four excitation bands A, B, C, D, 

a) each filter draw (21) being divided into eight sectors covering the 
illumination beam path and being located pivoted around its center, which 
lies outside the beam path, 

b) every second sector being a blank aperture (22) and in between them being 
situated one of the four selective filters (28, 29, 31, 32) for the excitation 
bands, 

c) each filter (28, 29, 3 1 , 32) showing an increase in the transmission factor 
in one of the two directions of rotation, 

d) and separate positioning means (25) being provided for rotating each filter 
draw (21) around its center and parallel to the aperture diaphragm plane 
(24). 
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ABSTRACT 

The invention relates to a method for the individual adaptation of excitation intensities in 
a multiband fluorescence microscope with several excitation bands that are different in 
their spectrums and with associated fluorescence bands. The intensities of the individual 
fluorescence bands in the microscope image are determined and compared with standard 
intensity values greater than or equal to zero. For every excitation band that is assigned 
to a fluorescence intensity deviating from the standard intensity values a selective filter 
(23; 28, 29, 31, 32) is introduced into the illumination optical path. The transmission 
degree of the illumination optical path is variably adjusted in such a manner that by 
attenuating the excitation band the associated fluorescence intensity is adjusted to its 
standard intensity value. A multiband fluorescence microscope for carrying out the 
method has a set of filter slides (20) close to the aperture diaphragm (5) which set 
consists of individually displaceable, closely spaced apart filter slides (21; 21a, 21b) with 
selective filters (23; 28, 29, 31, 32) with a continuously adjustable transmission degree 
for every excitation band and with at least one free opening (22). The invention also 
relates to various advantageous embodiments of the set of filter slides (20). 
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V^ Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabilit>'; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicabilit\' (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



2-21 



10-21 



1-9 



1-21 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



1 . Prior art 

Dl: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 1995, 

no. 03, 28 April 1995 -& JP-A-06 331 894 

(OLYMPUS OPTICAL CO LTD) , 2 December 1994 
D2: US-A-5 710 663 (KAWASAKI KENJI) 

20 January 1998 
D3: WO-A-98/45744 (NORTHERN EDGE ASSOCIATES 

INC; RICHARDSON TIMOTHY M (CA) ) 

15 October 1998 
D4: US-A-5 371 624 (NAGANO TAKASHI ET AL) 

6 December 1994 mentioned in the 

application 

2. Claim 1 does not meet the requirements o'f PCT 
Article 33(2) (novelty). The reasons for this are 
the following: 

2.1 Dl (see particularly the text of the abstract and 
Figures 1, 2, 5 and 6 of the patent document) 
discloses a 

Device for the individual adjustment of excitation 
intensities ("...device 16 which individually adjusts 
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light wa^/e length'' : see lines 4-5 of the abstract) in 
a multiband fluorescent microscope with several 
spectrally different excitation bands (see above), 
which are turned into fluorescence bands with 
fluorescence intensities (specimen: see line 3) 
(''two or more kinds of fluorescent images emitted 
from a specimen": see lines 2-3) by a fluorescent 
object 11, so that 



* the fluorescence intensities of the individual 
fluorescence bands in the microscope image are 
determined 

(because the microscope in Dl is a microscope 
for monitoring individual fluorescence bands) 

* and are compared with the intensity setpoints 

(The device presented in Dl is designed to give 
the best possible image/photo of the 
fluorescence of the sample (see abstract: lines 
1-3) . This necessarily entails an evaluation of 
the fluorescence intensities registered with 
this device and, following from this evaluation 
- to get said best possible picture - the 
option of either a reinforcement, a weakening 
or the retention of the fluorescence 
intensities; i.e. the given fluorescence 
intensity is brought into relation with a given 
setpoint . ) 



* a selective filter 34a (or 34b, 34c, etc.) is 
brought into the illuminating beam for each 
excitation band Aea (or K^^, K^c, etc.) assigned to 
one of the fluorescence intensities differing from 
the intensity setpoints. 

(''light quantity adjusting device 16 ... 

individually adjusts the quantity of light of 
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each narrow-band exciting light wavelength''-. 
abstract, lines 5-7; with 34a (or 34b, 34c, 
etc.) being a component of 16: see Fig. 1-2) 

* and the transmission degrees of the filters 
effective in the illuminating beam are continuously 
adjusted so that 

(rotation of interference filter 34a (or 34b, 
34c, etc.) enables continuous adjustment of the 
transmission: compare shaded areas in Figure 6 
at 0° with those at 45°) 

* attenuation of the associated excitation bands 
adjusts all fluorescence intensities to their 
intensity setpoints . 

(To achieve the best possible image result (see 
abstract, line 1) the user of the device from 
Dl will obviously strive to adjust the 
fluorescence intensities to desired values, 
that is their intensity setpoints. It is 
logical that the use of the interference 
filters cannot reinforce but only weaken the 
corresponding excitation bands as regards their 
corresponding original output energy.) 

2.2. The features of the device from Dl (PCT Article 

33(2)) therefore anticipate all steps of the method 
according to Claim 1. 

If any differences between the disclosure of Dl and 

the method according to Claim 1 should be assumed 

they do not at any rate involve an inventive step 
under PCT Article 33(3). 

3. Dependent Claims 2-9 do not appear to contain any 
additional features which, combined with the 
features of any claim to which they refer, meet the 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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PCT requirements for a method involving an inventive 
step according to PCT Article 33(3). The reasons are 
as follows: 

3.1 Claim 2: The choice of similar setpoints for the 
fluorescence intensities seems to be an obvious 
option because the phenomenon that the different 
fluorescence bands in the microscope image have 
different intensities is a well-known problem in 
multiband fluorescence microscopy (see description: 
page 1, lines 8-10) . In such a choice the setpoint 
inevitably cannot be higher than the lowest 
fluorescence intensity . 

3.2 Claim 3: Blacking out a certain fluorescence band 
does not reveal an inventive concept. 

3.3 Claim 4: Compare remarks regarding Claims 2 and 3. 

3-4 Claims 5, 6 and 7: The definition of fluorescence 
intensity by visual means (provided that the 
fluorescence is in the visible range) and with the 
other means mentioned here is part of the prior art 
- compare Dl (Fig. 1: 14 and 15), D2 (Fig. 1: 24 and 
23) and D3 (see e.g. page 23, lines 15-31) . 

3.5 Claims 8 and 9: The phenomenon of changes of 

fluorescence intensity taking place over time, such 
as fading, is known to the person skilled in the 
art, cf. e.g. the application (page 1, lines 16-18) 
or D2 (column 1, lines 37-38) . The person skilled in 
the art would therefore be aware of the fact that it 
is necessary to repeatedly adjust the excitation 
intensities if the fluorescence intensities are to 
be held at the individual setpoints. In a method 
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whxch in a first step uses the definition of these 
very setpoints for the adjustments of the excitation 
intensities, the person skilled in the art would 
therefore obviously continuously determine the 
Changes of the fluorescence intensities to adjust 
these fluorescence intensities to their setpoints in 
case of a divergence from the latter by means of the 
operational features of the device, i.e. by an 
adjustment of the filters which are active in the 
illuminating beam. 



Automation methods are known in the field of 
fluorescence microscopy, particularly for the change 
of the excitation intensity, cf. D4 : column 13, 
lines 37-63. 



Claim 10 



4.2 



Claim 10 defines a multiband fluorescence microscope 
with an excitation filter and an output filter 
Which is provided with a certain filter element to 
influence the different excitation bands. This 
element consists essentially of a set of filter 
Slides, with each filter slide being provided with 
one selective filter for each excitation band and 
the filters having surface areas with high and low 
transmission rates. 

Novelty and inventive step 

(i) None of documents Dl (see Figure 2), D2 (see 
e.g. Figure 7 and 8A-D, column 9, line 48 - 
column 10, line 47) r>-r na n ^ 

^^^^ °^ (less relevant) describes 
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a single filter slide which (when there is more than 
one excitation band - see page 22, lines 4-6 of the 
application) provides for a selective filter for 
each excitation band, D3 does not define the feature 
that a free aperture with the beam diameter has to 
be arranged next to every filter and further does 
not describe any means of adjustment with which any 
desired area segment of the filter slide can be 
introduced in the illuminating beam. The multiband 
fluorescence microscope defined in Claim 10 
therefore is novel (PCT Article 33(2)). 

(ii) The problem to be solved by Claim 10 is 
creating the possibility of continuously adjusting 
the transmission rate for each excitation band and 
thus of selectively changing the corresponding 
fluorescence intensity. This problem is known from 
Dl and is solved there in a different way than in 
the application. 

On the other hand, D3 (see particularly page 24, 
lines 26-33, page 26, lines 3-29, and Figures 2, 10 
and 13-14), which hardly touches on the problem 
mentioned above, describes rotatable filter slides 
with three or four filters (see Figures 13 and 14) 
as excitation filters (see page 26, lines 8-12 in 
combination with page 5, lines 14-17) . Such a filter 
slide according to Figure 13 or 14 obviously is 
provided with a selective filter for every 
excitation band. The same document indicates the 
possibility that the light intensity in the beam 
path between the light source and the object is to 
be compensated by means of such a ''rotating filter 
wheel 380" (see page 11, lines 16-18: ''to compensate 
the intensity of"); concretely, however, the 
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aforementioned rotating filter wheels are not 
operated in an ''intermediate position", i.e. they 
rotate from one filter directly to the next filter 
(see page 24, line 27 and page 25, lines 6-12), and 
so they obviously are also not provided with a free 
opening with the beam diameter next to each filter 
(see page 32, lines 20-29, Fig, 13-14); moreover, it 
is not possible to introduce any desired area range 
of the filter slide in the illuminating beam. In 
fact only a long-pass filter is suggested for 
influencing an individual wavelength range, i.e. not 
a filter having a selective effect on each 
excitation band (see page 26, lines 20-26) . 

(NB: Where the use of other rotatable filters is 
mentioned in D3 - see e.g. page 24, lines 28-30, 
page 25, lines 31-37, page 27, line 34 - page 28, 
line 3, page 29, lines 13-18 - these are situated 
"beyond" the sample.) 

To selectively influence the fluorescence intensity 
of the excitation bands the teaching of this 
document and the other documents from prior art 
therefore would not necessarily lead the person 
skilled in the art to a microscope according to 
Claim 10. 

The subject matter of Claim 10 therefore is not 
suggested (PCT Article 33(3)). 

5. Claims 11-21 apply to preferred embodiments of the 
fluorescence microscope defined in Claim 10 and 
therefore also meet the requirements of PCT 
Article 33 (2) -(4) - provided they are clarified 
according to Box VIII (see below) . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. Claim 12: The word "Mer" (after " zur" ) in line 19 
of page 23 of the German application is superfluous 
(see also page 10, line 14 of the description) . 

2. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 
does not cite Dl and D3 or indicate the relevant 
prior art disclosed therein. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



Claims 13-15, 18-19 and 21 do not meet the requirements of 
PCT Article 6 as regards clarity. The reasons for this are 
the following: 

1. In Claim 13 the reference is unclear. Claim 13 

probably is meant to refer to Claim 12, because 
neither Claim 11 nor Claim 10 mention short-pass 
filters or long-pass filters and the number of two 
filters is sufficient for influencing only two 
excitation bands - as described in Claim 12. 



2. Claim 14 and 15 should depend on Claim 13 because no 
evaporated coating is mentioned in Claim 12. 

Claim 14 is understood in a way in which the word 
"dem" (see line 5, page 24) is to be replaced by ''an 
die" (cf . page 10, line 28 of the application) . 

3. Claim 18: part c) of this claim is interpreted in 
the following way (see description: page 15, lines 
16-18) : 

''each filter (28, 29, 31) has an increase in 
transmission rate in one of the two rotation 
directions within its sector"'. 

4. Claim 19 

4.1 Regarding part a): The wording does not indicate 

clearly that each filter slide is provided with two 
individual, separated filters on each end. With 
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4.2 



reference to the description Claim 19 is expanded to 
be understood in the following way: 
a) "each filter slide (21) being provided with a 
free opening (22) in the middle and two different 
combinations of two of the three selective filters 
(28, 29, 31) for the excitation bands at each of the 
two' ends, 

with the filters at one end being arranged side by 
side so that the two filters are adjacent to each 
other and to the free opening (22)". 

Regarding part c) : Because proper functioning 
requires the two filter slides to be moved in the 
transverse as well as in the longitudinal direction 
(always parallel to the layer of the aperture 
diaphragm 24) (see description page 13, lines 22-25, 
as well as Figure 3a), this part is to be understood 
accordingly : 

c) "and provided with separate adjustment means (25) 
for the displacement of the filter slide (21) 
parallel to the layer of the aperture diaphragm (24) 
in the longitudinal as well as in the transverse 
direction" (cf . page 13, lines 23-25) . 



5. Claim 21: Part c) : see remarks on Claim 18 (cf. page 
17, lines 26-29 of the description) . 
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voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum^ag^onaMya/jr; 
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Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
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Anmelder 

LEICA MICROSYSTEMS WETZLAR GMBH et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Pruf ung beauftragten 
Behorde erstellt und wird denn Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT unnfaBt insgesamt 1 0 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



□ AuBerdem liegen dem Berlcht ANU\GEN bei; dabei handelt es sich unn Blatter nnit Beschreibungen, Anspruchen 
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Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben 2u folgenden Punkten: 

Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Kerne Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 
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III 
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IV 
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VI 
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internationaler vorlaufiger 
prOfungsbericht 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03768 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Gmndlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, getten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprungiich eingereicht" und sind ifim 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-19 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-21 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 4 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ be! der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schhftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen. Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Autfassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 2-21 

Nein: Anspruche 1 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 10-21 

Nein: Anspruche 1-9 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erkiarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche. der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03768 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt VIII 

Bestlmmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Die Anspruche 13, 14, 15, 18, 19 und 21 erfullen nicht die Erfordernisse von Artikel 6 
PCT in Bezug auf Klarheit. Die Grunde hierfur sind folgende: 

1. In Anspruch 13 ist der Ruckbezug unklar. Anspruch 13 soli sich vermutlich auf 
Anspruch 12 beziehen, da weder in Anspruch 1 1 noch in Anspruch 10 Kurz- oder 
Langpassfilter enwahnt warden, und die Zahl von zwei Filtem nur zur 

Beeinf lussung zweier Anregungsbander - wie in Anspruch 1 2 beschrieben - 
ausreichend ist, 

2. Die Anspruche 14 und 15 sollten von Anspruch 13 abhangig sein, da in 
Anspruch 12 keine Aufdampfschichten erwahnt werden. Anspruch 14 wird so 
verstanden, dass das Wort "dem" (siehe Zeile 5 auf Seite 24) durch den Ausdruck 
"an die" ersetzt wird (vergleiche S. 10, Z. 28 der Anmeldung). 

3. Anspruch 18: Teil c) dieses Anspruchs wird auf folgende Weise interpretiert (vgl. 
Beschreibung: Seite 15, Zeilen 16-18): 

"jedes Filter (28, 29, 31) innerhalb seines Kreissektors in einer der beiden 
Drehrichtungen einen Anstieg des Transmissionsgrads aufweist". 

4. Anspruch 19 

4.1 Zu Teil a): Aus dem Wortlaut geht nicht klar hervor, dass jeder Filterschieber an 
seinen beiden Enden jeweils zwei einzelne, getrennte Filter aufweist. Unter 
Zuhilfenahme der Beschreibung (S. 13, Z. 11-13) wird Anspruch 19 erganzt, so 
dass er wie folgt verstanden wird: 

a) "jeder Filterschieber (21) in der Mitte eine freie Offnung (22) und an seinen 
beiden Enden zwei unterschiedliche Kombinationen aus jeweils zwei der drei 
selektiven Filter (28, 29, 31) fur die Anregungsbander aufweist, 
wobei die beiden Filter an einem Ende jeweils so nebeneinander angeordnet sind, 
daB beide Filter aneinander und an die freie Offnung (22) angrenzen" . 

4.2 Zu Teil c): Da die beiden Filterschieber fur die Funktion sowohl in Langsrichtung 
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als auch in Querrichtung (stets parallel zur Aperturblendenebene 24) bewegt 
werden mussen (s. Beschreibung S. 13, Z. 22-25, sowie Fig. 3a), ist dieser Teil 
entsprechend zu verstehen: 

c) "und separate Verstellmittel (25) zum Verschieben des Filterschiebers (21) 
parallel zur Aperturblendenebene (24) sowohl in Langsrichtung als auch in 
Querrichtung angeordneX sind." (vgl. S. 13, Z. 23-25). 

5. Anspruch 21, Teil c): Siehe Bemerkung zu Anspruch 18 (vgl. S. 17, Z. 26-29 der 
Beschreibung). 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unteriagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Stand der Technik: 

D1 : PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 1 995. no. 03, 28. April 1 995 

-& JP 06 331894 A (OLYMPUS OPTICAL CO LTD), 2. Dezember 1994 
D2: US 5 71 0 663 A (KAWASAKI KEN Jl) 20. Januar 1 998 
D3: WO 98 45744 A (NORTHERN EDGE ASSOCIATES INC; RICHARDSON 

TIMOTHY M (CA)) 15. Oktober 1998 
D4: US 5 371 624 A (NAGANO TAKASHI ET AL) 6. Dezember 1994 in der 

Anmeldung erwahnt 



2. Anspruch 1 erfullt nicht die Erfordernisse von Artikel 33(2) PCT (Neuheit). Die 
Griinde hierfur sind die folgenden: 

2.1 Die Druckschrift D1 (siehe insbesondere den Text des Abstracts, sowie die 
Figuren 1, 2, 5 und 6 der Patentschrift) offenbart eine 

Vorrichtung zur individuellen Anpassung von Anregungsintensitaten ("...device 16 
which individually adjusts the quantity of light of each narrow-band exciting light 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



THSS PAGE BLAi^K (uspto) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03768 
PROFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



wavelength": s. Z. 4-5 des Abstracts) bei einem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop 
(fluorescent microscope) nnit mehreren spektral verschiedenen 
Anregungsbandern (s.o.), die von einenn Fluoreszenz-Objekt 11 (specimen: s. Z. 
3) in Fluoreszenzbander mit Fluoreszenz-lntensitaten umgesetzt werden ("two or 
more kinds of fluorescent images emitted from a specimen": s. Zeilen 2-3), so 
dass 

* die Fluoreszenz-lntensitaten der einzelnen Fluoreszenzbander im Mikroskopbild 
bestimmt 

(da es sich in D1 um ein Mikroskop zur Beobachtung einzelner 
Fluoreszenzbander handelt) 

* und mit Intensitats-Sollwerten verglichen werden^ 

(Mit der in D1 vorgestellten Vorrichtung soli ein moglichst gutes Bild/Foto der 
Fluoreszenzen der Probe erhalten werden (s. Abstract: Z. 1-3). Daraus folgt 
zwangslaufig, dass eine Bewertung der mit dieser Vorrichtung 
aufgenommenen Fluoreszenzintensitaten vorgenommen wird, und in Folge 
dieser Bewertung - um besagtes bestmogliches Bild zu bekommen - 
entweder eine Verstarkung, eine Abschwachung oder aber die Beibehaltung 
der jeweiligen Fluoreszenzintensitat erwogen werden wird; d, h. die jeweilige 
Fluoreszenzintensitat wird mit einem jeweiligen Sollwert in Beziehung 
gesetzt.), 

* fur jedes Anregungsband A^^ (oder A^b, A^c, etc.), das einer von den Intensitats- 
Sollwerten abweichenden Fluoreszenz-lntensitat zugeordnet ist, ein selektives 
Filter 34a (oder 34b, 34c etc.) in den Beleuchtungsstrahlengang gebracht wird 

("light quantity adjusting device 16 ... individually adjusts the quantity of light 
of each narrow-band exciting light wavelength": Abstract, Z. 5-7; dabei ist 
34a (Oder 34b, 34c etc.) eine Komponente von 16: s. Fig. 1-2), 

* und die im Beleuchtungsstrahlengang wirksamen Transmissionsgrade der 
einzelnen Filter stufenlos so eingestellt werden 

(Drehen des Interferenzfilters 34a (oder 34b, 34c etc.) ermoglicht stufenlose 
Verstellung der Transmission: vergleiche schraffierte Flachen in Fig. 6 bei 0*" 
mit denen bei 45"*), 

* dass durch Dampfung der zugehorigen Anregungsbander alle Fluoreszenz- 
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Intensitaten auf ihre Intensitats-Sollwerte eingestellt werden 

(Urn das bestmogliche Bildergebnis zu erhalten (s. Abstract: Z. 1) wird der 
Bediener der Vorrichtung aus D1 klarerweise anstreben, die Fluoreszenz- 
Intensitaten auf Wunschwerte, also auf ihre Intensitats-Sollwerte 
einzustellen. Logischerweise kann man dabei durch den Einsatz der 
Interferenzfilter die zugehorigen Anregungsbander nicht uber ihre jeweilige 
ursprungliche Ausgangsenergie verstarken, sondern nur dampfen). 

2.2 Alle Schritte des Verfahrens nach Anspruch 1 sind demnach durch die Merkmale 
der Vorrichtung aus D1 vonA/eggenommen (Artikel 33(2) PCT). 
Falls noch irgendwelche Unterschiede zwischen dem Offenbarungsgehalt des 
Dokuments D1 und dem Verfahren nach Anspruch 1 vermutet werden sollten, so 
beruhen diese jedenfalls nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit im Sinne von 
Artikel 33(3) PCT. 

3. Die abhangigen Anspruche 2-9 scheinen keine zusatzlichen Merkmale zu 

enthalten, die in Kombination mit den Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den 
diese Anspruche riickbezogen sind, zu einem nach Artikel 33(3) PCT auf einer 
erfinderischen Tatigkeit beruhenden Verfahren fiihren konnten. Die Grunde hierfiir 
sind: 

3.1 Anspruch 2: Die Wahl gleicher Sollwerte fur die Fluoreszenz-lntensitaten scheint 
eine naheliegende Option zu sein, da das Phanomen. dass die verschiedenen . 
Fluoreszenzbander im Mikroskopbild unterschiedliche Intensitaten aufweisen, ein 
in der Multiband-Fluoreszenz-Mikroskopie bekanntes Problem ist (vgl. 
Beschreibung: S. 1. Z. 8-10). Bei einer solchen Wahl kann der Sollwert dann 
zwangslaufig nicht hoher als die niedrigste Fluoreszenz-lntensitat sein. 

3.2 Anspruch 3: In der Ausblendung eines bestimmten Fluoreszenzbandes kann 
keine erfinderische Idee gesehen werden. 

3.3 Anspruch 4: Vergleiche Bemerkungen zu den Anspruchen 2 und 3. 

3.4 Anspruch 5, 6 und 7: Die Bestimmung von Fluoreszenz-lntensitat auf visuelle 
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Art (vorausgesetzt, die Fluoreszenz liegt im sichtbaren Bereich) sowie mit den 
anderen hier aufgefuhrten Mittein gehort zum Stand der Technik - vergleiche D1 
(Fig. 1: 14 und 15), D2 (Fig. 1: 24 und 23), sowie D3 (siehe z. B. S. 23. Z. 15-31). 

3.5 Anspruche 8 und 9: Das Phanomen, dass im Laufe der Zeit Anderungen der 
Fluoreszenz-lntensitaten stattfinden, wie z. B. durch das Fading, ist dem 
Fachmann bekannt, vergleiche etwa die Anmeldung (S. 1, Z. 16-18) oder D2 
(Spalte 1, Z. 37-38). Daher ware dem Fachmann bewusst, dass die Notwendigkeit 
fur eine wiederholte Anpassung der Anregungsintensitaten besteht, wenn er die 
Fluoreszenz-lntensitaten auf den jeweiligen Sollwerten halten mochte. Bei einem 
Verfahren, das fur die Anpassung der Anregungsintensitaten im ersten Schritt sich 
der Bestimmung eben jener Fluoreszenz-lntensitaten bedient, wurde der 
Fachmann deshalb naheliegenderweise die Veranderungen der Fluoreszenz- 
lntensitaten fortlaufend bestimmen, um somit bei einer Abweichung von den 
Sollwerten diese Fluoreszenz-lntensitaten unter Ausnutzung der 
Funktionsmerkmale der Vorrichtung auf ihre Sollwerte zu bringen, d. h. durch 
Anpassung der im Beleuchtungsstrahlengang wirksamen Filter. 

Automatisierungsverfahren sind auf dem Gebiet der Fluoreszenzmikroskopie 
bekannt, insbesondere zur Anderung der Anregungsintensitat, vgl. D4: Sp. 13, Z. 
37-63. 



4. Anspruch 10 

4.1 Anspruch 10 definiert ein Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop mit einem 
Anregungsfilter und einem Ausgangsfilter, das zur Beeinflussung der 
verschiedenen Anregungsbander mit einem bestimmten Filterelement versehen 
ist. Dieses besteht im wesentlichen aus einem Satz von Filterschiebern, wobei 
sich auf jedem Filterschieber ein fur jedes Anregungsband selektives Filter 
befindet, das Flachenbereiche mit hohen und niedrigen Transmissionsgraden 
aufweist. 
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4.2 Neuheit und erfinderische Tatigkeit 

(i) Keines der Dokumente D1 (siehe Fig. 2), D2 (siehe z. B. Fig. 7 und 8A-D, Sp. 
9, Z. 48 bis Sp. 10, Z. 47), Oder D4 (weniger relevant) beschreibt einen einzelnen 
Filterschieber, der (bei mehr als einem Anregungsband, siehe S. 22, Zeile 4-6 der 
Anmeldung) ein fiir jedes Anregungsband selektives Filter vorsieht. Das 
Dokument D3 definiert nicht das Merknnal, dass neben jedem Filter eine freie 
Offnung mit dem Strahldurchmesser angeordnet sein muss, und beschreibt femer 
keine Verstellmittel, mit denen ein beliebiger Flachenbereich des Filterschiebers in 
den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht werden kann. Daher ist das in 
Anspruch 10 definierte Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop neu (Artikel 33(2) PCT). 

(ii) Die dem Gegenstand von Anspruch 10 zu Grunde liegende Aufgabe besteht in 
der Schaffung der Moglichkeit, den Transmissionsgrad fiir jedes Anregungsband 
stufenlos einstellen zu konnen, und damit selektiv die zugehorige Fluoreszenz- 
Intensitat zu verandern. Diese Aufgabe ist aus dem Dokument D1 bekannt und 
dort auf andere Weise als in der Anmeldung gelost. 

Auf der anderen Seite beschreibt Dokument D3 (siehe insbesondere S. 24, Z. 26- 
33, S. 26, Z. 3-29, sqwie die Figuren 2, 10 und 13-14), das die o. a. Aufgabe 
kaum streift. rotierbare Filterschieber mit drei bzw. vier Filtern (siehe Fig. 13 und 
14) als Anregungsfilter (siehe S. 26, Z. 8-12 in Verbindung mit S. 5, Z. 14-17). Ein 
solcher Filterschieber nach Fig. 13 Oder 14 weist offenbar ein fiir jedes 
Anregungsband selektives Filter auf. Im selben Dokument wird die Moglichkeit 
zwar angedeutet, dass mittels eines solchen "rotating filter wheel 380" die 
Lichtintensitat im Strahlengang zwischen Lichtquelle und Objekt zu kompensieren 
ist (siehe S, 1 1 , Z. 16-18: "to compensate the intensity of ..."); konkret werden 
jedoch die oben erwahnten, rotierenden Filterrader nicht in 'Zwischenstellung' 
betrieben, d. h. sie drehen sich von einem Filter direkt zum nachsten Filter welter 
(siehe S. 24, Z. 27 und S. 25, Z. 6-12 ), so dass sie offenbar auch nicht neben 
jedem Filter eine freie Offnung mit dem Strahldurchmesser aufweisen (s. S. 32, Z. 
20-29, Fig. 13-14); weiter wird nicht ein beliebiger Flachenbereich des 
Filterschiebers in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht. Vielmehr wird zur 
Beeinflussung eines einzelnen Wellenlangenbereichs lediglich ein Langpassfilter 
vorgeschlagen, d. h. nicht ein fur jedes Anregungsband selektiv wirkendes Filter 
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(siehe S. 26, Z. 20-26). 

(NB: Wo der Einsatz weiterer rotierbarer Filter in D3 erwahnt wird - siehe z. B. S. 
24, Z. 28-30, S. 25, Z. 31-37, S. 27, Z. 34-S. 28, Z. 3, S. 29, Z. 13-18 befinden 
sich diese 'jenseits' der Probe.) 

Um die Fluoreszenzintensitat der Anregungsbander selektiv zu beeinflussen, 
wurde die Lehre dieses Dokuments sowie der anderen Druckschriften aus dem 
Stand der Technik den Fachnnann daher keinesfalls notwendigerweise zu einem 
Mikroskop nach Anspruch 10 bringen. 

Der Gegenstand von Anspruch 10 ist daher nicht nahegelegt (Artikel 33(3) PCT). 



5. Anspriiche 11-21 betreffen bevorzugte Ausfiihrungsformen des in Anspruch 10 
definierten Fluoreszenzmikroskops und erfullen - sofern sie wie unter Punkt VIII 
eriautert klargestellt werden (siehe oben) - ebenfalls die Kriterien von Artikel 
33(2)-(4) PCT. 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1 . Anspruch 12: In Zeile 19 von Seite 23 ist das Wort "der" (nach "zur") uberflussig 
(vergleiche auch S. 10. Z. 14 der Beschreibung). 

2. Im Widerspruch zu den Erfordemissen der Regel 5.1 a) li) PCT wird in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 und D3 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 
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